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RESUMO 
 
Vários testes existem para medir comportamentos relacionados à 
ansiedade em roedores de laboratório. Entretanto, a interpretação dos 
parâmetros e o entendimento dos comportamentos observados nestes 
testes ainda não são satisfatórios. Para uma avaliação mais completa do 
perfil emocional dos animais é interessante utilizar diferentes testes e 
medidas comportamentais. Porém, o mesmo animal não pode ser testado 
ao mesmo tempo em diferentes testes comportamentais. Para tentar 
resolver esta questão, foi proposto o teste triplo, que integra três testes 
comportamentais, o campo aberto (CA), o labirinto em cruz elevado 
(LCE), e a caixa branca/preta (CBP). No presente trabalho foi verificado 
o efeito do tratamento agudo com os ansiolíticos benzodiazepínicos 
midazolam (MDZ 0,187, 0,375 e 0,75 mg/kg) e clordiazepóxido (CDZ 
0,5, 5 e 10 mg/kg), e com o ansiogênico pentilenotetrazol (PTZ 10 e 20 
mg/kg) no teste triplo. Ainda foi avaliado o efeito da administração 
aguda de clordiazepóxido (CDZ 0,5, 5 e 10 mg/kg) no CA e na CBP 
individualmente e o efeito da administração repetida de CDZ (10 
mg/kg) em três protocolos: teste/reteste, quatro dias de exposição 
repetida e vinte dias de exposição repetida ao teste triplo. Nossos 
resultados demonstraram que o teste triplo provê índices relacionados à 
ansiedade, pois responde aos tratamentos com MDZ, CDZ e PTZ. A 
ausência de one trial tolerance, neste paradigma, o torna sensível 
também ao tratamento crônico com CDZ. Estes dados apontam o teste 
triplo como uma ferramenta promissora na avaliação de drogas 
ansiolíticas administradas de forma aguda e crônica. O efeito ansiolítico 
do CDZ, demonstrado através do aumento na exploração das áreas 
aversivas do LCE pelos animais tratados, também em exposições 
repetidas, sugere a presença de uma nova situação de conflito 
motivacional no teste triplo, o que também apóia a hipótese de 
ocorrência de uma aprendizagem aversiva e/ou de uma mudança no 
estado emocional do animal no fenômeno de one trial tolerance. A 
ausência de efeito do MDZ e do CDZ no CA e na CBP, individualmente 
e no teste triplo, indicam que, nas nossas condições experimentais, os 
testes comportamentais (CA, LCE, CBP) avaliam diferentes 
características emocionais ou ainda, que o CA e a CBP não são 
consistentemente sensíveis aos BDZs em ratos. 
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ABSTRACT 
 
There are several behavioral tests to assess anxiety-related behaviors in 
rodents. However, the interpretation and understanding of the observed 
behaviors are still unsatisfactory. For a more complete evaluation of an 
animals emotional profile, it is interesting to use different tasks and 
behavioral measures. However, the same animal cannot be treated at 
same time in different behavioral test. To address this issue, we 
proposed the triple test, an apparatus which integrates three behavioral 
anxiety tests: the open field (OF), the elevated plus maze (EPM) and the 
black/white box (BWB). The aim of the study was to evaluate the effect 
of acute treatment with the benzodiazepines midazolam (MDZ 0.187, 
0.375 e 0.75 mg/kg) and chlordiazepoxide (CDZ 0.5, 5 e 10 mg/kg) and 
with pentylenetetrazole (PTZ 10 e 20 mg/kg) in Wistar rats. After that, 
we evaluated the effect of acute administration of CDZ (0.5, 5 e 10 
mg/kg) in the OF and BWB and the effect of repeated administration of 
CDZ (10 mg/kg) in three protocols: test/retest, four days of repeated 
exposition and twenty days of repeated exposition to the triple test. The 
main results showed that the triple test provides indices that are related 
to anxiety, because the MDZ, CDZ and PTZ treatments were effective. 
The absence of one- trial tolerance shows that the triple test is sensible 
to chronic treatment with CDZ. This data suggests that the triple test is a 
promising tool to evaluate acute and chronic treatments with anxiolytic 
drugs. The CDZ anxiolytic effect shown by the increase in the EPM 
aversive areas exploration, also in repeated testing, suggests the 
presence of a new situation of motivational conflict in the triple test, 
supporting the hypothesis of an aversive learning and/or a change in 
emotional status of animal during the one trial tolerance phenomenon. 
The absence of MDZ and CDZ effect in the OF and BWB, individually 
and in the triple test, indicates that, in our experimental conditions, the 
behavioral tests (OF, EPM and BWB) assess different emotional 
characteristics or that the OF and BWB are not sensitive to BDZs in 
rats.  
 
Key-words: anxiety, elevated plus maze, open field, black/white box, 
one trial tolerance, rats. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Ansiedade 

 
A ansiedade é uma emoção onde a combinação de reações 

somáticas, cognitivas e comportamentais se manifestam como um 
mecanismo adaptativo de sobrevivência (HOHOFF, 2009). Pode ser 
também definida como um estado cognitivo ou preparação 
comportamental que um organismo mobiliza em resposta a uma ameaça 
potencial ou futura (LEONARDO e HEN, 2008). Portanto, a ansiedade faz 
parte do espectro normal das experiências humanas (ANDRADE e 
GORENSTEIN, 1998) e divide-se, segundo alguns autores, em duas 
formas: ansiedade traço, que é uma característica permanente no 
indivíduo; e ansiedade estado, que é temporária e, portanto, acontece em 
determinado momento no tempo (LISTER, 1990). Esta visão dicotômica, 
no entanto, tem sido criticada, já que um indivíduo não pode ser ansioso 
sempre, pois suas emoções flutuam ao longo do tempo; porém, ele pode 
ser ansioso mais freqüentemente do que outros (RAMOS e MORMÈDE, 
1998; RAMOS, 2008). De acordo com esta visão, para medir os traços de 
ansiedade, teríamos que avaliar quão freqüentemente (ou intensamente) 
um indivíduo experimenta estados ansiosos (RAMOS, 2008). 

As reações de ansiedade em mamíferos, incluindo os seres 
humanos, são mediadas por estruturas encefálicas como amígdala, 
hipocampo, córtex cingulado, hipotálamo, e várias áreas do tronco 
cerebral (GORDON e HEN, 2004). Tais reações envolvem a participação 
de alguns neurotransmissores, entre os quais destacam-se o ácido γ-
amino-butírico (GABA), a serotonina, o glutamato, canabinóides e 
neuropeptídeos (CANTERAS e BLANCHARD, 2008).  

Sob certas circunstâncias, a ansiedade normal pode dar lugar a 
respostas excessivas e inadequadas, prevalecendo uma personalidade 
ansiosa ou, até mesmo, um transtorno de ansiedade (HOHOFF, 2009). 
Neste caso, a ansiedade é considerada patológica, representando um 
processo de má adaptação e prejudicando a capacidade do organismo de 
responder de forma adequada a seu ambiente (LEONARDO e HEN, 2008). 
Segundo o DSM-IV-TRTM (2002) os transtornos de ansiedade se 
classificam em transtorno de pânico com e sem agorafobia, agorafobia, 
fobia específica, fobia social, transtorno obsessivo-compulsivo, 
transtorno de estresse pós-traumático, transtorno de estresse agudo, 
transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade devido a 
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uma condição médica geral ou induzido por uma substância, ou ainda, 
sem outra especificação.  

Os transtornos de ansiedade apresentam alta prevalência e estão 
associados a elevados níveis de morbidade e mortalidade (LEONARDO e 
HEN, 2008). Também estão entre os mais estudados transtornos 
psiquiátricos em seres humanos (LIPKIND et al, 2004). São comuns tanto 
em crianças quanto em adultos, com prevalência estimada na vida de 
9% e 15%, respectivamente (CASTILLO et al, 2000). Estima-se que cerca 
de 17% dos brasileiros são afetados ao menos uma vez durante a vida 
por algum transtorno de ansiedade (WHO, 2000). Devido à grande 
prevalência dos transtornos de ansiedade nos seres humanos, grandes 
esforços têm sido direcionados para a compreensão das bases biológicas 
dessas doenças (GERLAI, BLANCHARD E BLANCHARD, 2006). Desta 
forma, os testes comportamentais representam uma ferramenta 
importante para ajudar nesta compreensão.  

 
1.2 Testes Comportamentais 
 

Os testes comportamentais representam uma valiosa ferramenta 
para investigar os fenômenos envolvidos na ansiedade e nos seus 
transtornos. Como a estrutura geral do cérebro dos mamíferos é 
semelhante em várias espécies (GERLAI, BLANCHARD E BLANCHARD, 
2006), ocorre uma notável similaridade entre elas a nível anatômico, 
fisiológico, comportamental, bioquímico e molecular (LEONARDO e 
HEN, 2008; HOHOFF, 2009), o que permite supor que algumas das 
características neurobiológicas dos mecanismos subjacentes à ansiedade 
estejam evolutivamente conservados (GERLAI, BLANCHARD E 
BLANCHARD, 2006). Porém, estas semelhanças não permitem sugerir 
que o roedor apresenta ansiedade patológica, pois este transtorno é 
tipicamente humano. Apesar disso, seres humanos normais e roedores 
de laboratório apresentam reações autonômicas e comportamentais de 
defesa que são relativamente semelhantes diante de uma ameaça 
potencial (BLANCHARD et al, 2008; HOHOFF, 2009). A partir destas 
semelhanças, a investigação pré-clinica em animais tem sido 
fundamental para nossa compreensão atual da ansiedade, delineando os 
mecanismos neurais e psicofarmacológicos envolvidos na resposta 
defensiva à ameaça (GRILLON, 2008). Segundo Bourin et al. (2007), 
podem haver três formas de validade em um modelo animal: (a) 
validade de aparência (face validity), que implica que a resposta 
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comportamental observada no modelo animal seja semelhante a resposta 
fisiológica e comportamental observada nos seres humanos; (b) validade 
preditiva (predictive validity), que implica que o modelo animal 
apresente sensibilidade a agentes farmacológicos clinicamente eficazes; 
(c) validade de construção (construct validity), que implica que os 
fatores comportamentais e biológicos observados no modelo apresentem 
a mesma origem da etiologia da doença em humanos. Portanto, para que 
um teste possa ser considerado um modelo comportamental de 
ansiedade, ele deve permitir a mensuração de respostas 
quantitativas/qualitativas em animais que, não apenas devem ser 
análogas à condição clínica humana, em forma e origem etiológica, mas 
também devem responder à aplicação de drogas 
ansiolíticas/ansiogênicas no mesmo sentido em que estas drogas atuam 
em humanos (FILE, 1987).  

Muitos modelos animais têm sido desenvolvidos com base na sua 
sensibilidade aos compostos benzodiazepínicos (BDZs) (HASCOËT, 
BOURIN e DHONNCHADHA, 2001). Os BDZs são drogas de primeira 
linha para o tratamento dos transtornos de ansiedade (BALDWIN e 
GARNER, 2008). Entretanto, são mais eficazes para o transtorno de 
ansiedade generalizada, quando comparados a outros transtornos de 
ansiedade (FILE, GONZALEZ e GALLANT, 1999). Eles são considerados 
relativamente seguros para os seres humanos (ZHANG e CARNNEY, 
2008) e já demonstraram esta segurança também nos testes com animais 
(CRAWLEY, 1981; PELLOW et al, 1985). Esta classe de drogas age ao se 
ligar a um sítio específico no complexo receptor GABAA, aumentando a 
neurotransmissão de GABA (FIDECKA e PIROGOWICZ, 2002), o 
principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso central (SNC) 
(RANG, DALE e RITTER, 2001). Conseqüentemente, eles provocam uma 
alteração conformacional no receptor que aumenta a freqüência de 
abertura do seu canal Cl- (NICOLL, MALENKA e KAUER, 1990). Esses 
fatores levam aos efeitos mais proeminentes dos BDZs, que incluem, 
sedação, diminuição da ansiedade, hipnose ou atividade 
anticonvulsivante (FIDECKA e PIROGOWICZ, 2002). 

Os testes comportamentais foram desenvolvidos para facilitar a 
descoberta dos genes e das vias neurobiológicas envolvidas nos 
comportamentos relacionados à ansiedade, bem como, para a triagem de 
potenciais agentes terapêuticos (RODGERS, 1997; LIPKIND et al, 2004). 
Existem dois tipos de testes comportamentais, aqueles baseados em 
respostas condicionadas, que envolvem aprendizagem e memória e, 
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algumas vezes, eventos dolorosos (ex: choque elétrico); e aqueles 
baseados em respostas incondicionadas, que incluem paradigmas 
etológicos e que envolvem reações espontâneas ou naturais do animal a 
estímulos ameaçadores (GORDON e HEN, 2004; BOURIN et al, 2007). Os 
modelos condicionados, envolvendo estímulos físicos nocivos, têm sido 
freqüentemente criticados (para revisão ver RAMOS e MORMÈDE, 1998). 
Já os modelos incondicionados, são amplamente utilizados, devido à 
facilidade de construção, baixo custo e quantificação simples e rápida 
das medidas comportamentais (WALSH e CUMMINS, 1976; LISTER, 
1990; CHAOULOFF, DURAND e MORMÈDE, 1997; CAROBREZ e 
BERTOGLIO, 2005). Dentre estes modelos podemos citar o campo aberto 
(CA), o labirinto em cruz elevado (LCE) e a caixa branca e preta (CBP), 
que foram utilizados no presente estudo e estão descritos sucintamente 
abaixo. Revisões aprofundadas podem ser encontradas em Walsh e 
Cummins (1976), Prut e Belzung (2003), Bourin e Hascoët (2003), 
Carobrez e Bertoglio (2005). 

 
1.2.1 Campo Aberto (CA) 
 
Desde a sua introdução, em 1934, por Calvin Hall, o teste do CA 

atingiu o status de um dos aparatos mais utilizados em psicologia animal 
(HALL, 1934; WALSH e CUMMINS, 1976). O aparato consiste de uma 
arena cercada por paredes, impedindo a fuga do animal, e com o chão 
marcado por linhas que permitem quantificar a locomoção, onde o 
animal é colocado e pode explorar o aparato livremente por uma certa 
quantidade de tempo. Diferentes versões do CA estão descritas na 
literatura, diferenciando-se entre si no que diz respeito à forma (circular, 
quadrado ou retangular), iluminação (iluminação acima do aparato ou 
abaixo, neste último caso, o aparato é transparente), cor e material 
(WALSH e CUMMINS, 1976; LISTER, 1990; PRUT e BELZUNG, 2003). 
Adicionalmente, o CA tem sido utilizado em inúmeras espécies, desde 
ratos e camundongos até porcos, ovelhas, coelhos, primatas, abelhas e 
lagostas (PRUT e BELZUNG, 2003). 

À época, Hall utilizou a defecação de ratos no CA como índice de 
emocionalidade (HALL, 1934). Posteriormente, outros estudos com o CA 
incluíram outras medidas comportamentais como: locomoção, micção, 
congelamento (freezing), auto- limpeza (groomming), exploração de pé 
(rearing), vocalização, entre outras (ARCHER, 1973; WALSH e 
CUMMINS, 1976). Atualmente, o CA é utilizado para medir 
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comportamentos relacionados à ansiedade (HALL, 1934; PRUT e 
BELZUNG, 2003; LIPKIND et al, 2004; LITVIN et al, 2008), à atividade 
locomotora e à sedação (PRUT e BELZUNG, 2003), as reações de 
novidade e memória (ENNACEUR et al, 2006), além de ser um dos testes 
mais utilizados na pesquisa de camundongos geneticamente modificados 
(LIPKIND et al, 2004). 

A utilização do CA para medir comportamentos relacionados à 
ansiedade pode envolver a distinção do aparato em área central e 
periférica. A área central é desprovida de paredes, enquanto que a área 
periférica é adjacente às paredes do aparato. Normalmente, os roedores 
são mais ativos e permanecem mais tempo na periferia do aparato em 
comparação com a área central, principalmente na primeira sessão 
(VALLE, 1970). Isto ocorre porque a locomoção junto à parede permite a 
realização de tigmotaxia (VALLE, 1970; PRUT e BELZUNG, 2003), 
entendida como uma reação de defesa natural, na qual os roedores 
passam suas vibrissas sobre superfícies verticais, dando a sensação de 
menor exposição, e, portanto, de estarem protegidos de um eventual 
ataque por predador (BARNETT, 1975; TREIT, MENARD e ROYAN, 
1993). Neste sentido, a locomoção na periferia do aparato tem uma 
conotação exploratória, enquanto que a locomoção no centro tem uma 
conotação emocional, um comportamento frente a uma situação 
aversiva. O aumento na locomoção e no tempo gasto na área central ou 
a diminuição da latência para entrar na área central do CA são 
indicadores de diminuição da ansiedade (PRUT e BELZUNG, 2003). 
Drogas ansiolíticas tendem a aumentar a locomoção e o tempo de 
permanência na área central do CA, enquanto drogas ansiogênicas 
apresentam o resultado contrário (GENTSCH, LICHTSTEINER e FEER, 
1987). Apesar destas medidas comportamentais que envolvem 
aproximação e esquiva da área central, contribuirem para a distinção de 
uma locomoção geral de uma locomoção com maior componente 
emocional, nem sempre são consideradas em estudos de emocionalidade 
(RAMOS e MORMÈDE, 1998).  

 
1.2.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 
O LCE foi desenvolvido por Handley e Mithani no ano de 1984, 

baseado no trabalho inicial de Montgomery (1955) sobre a relação entre 
medo induzido pela novidade e comportamento exploratório 
(MONTGOMERY, 1955; HANDLEY e MITHANI, 1984; ROY et al, 2009). 
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Posteriormente, o teste foi validado em ratos por Pellow e colaboradores 
em 1985, através do uso de abordagens comportamentais, fisiológicas e 
farmacológicas (PELLOW et al, 1985). Em 1987, foi validado também em 
camundongos por Lister (LISTER, 1987; LISTER, 1990). Constitui um dos 
testes comportamentais de ansiedade mais populares na atualidade 
(RODGERS e SHEPHERD, 1993; CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005), 
representando o teste de primeira escolha para o monitoramento de 
drogas ansiolíticas (RAMOS, 2008).  

O aparato consiste de quatro braços elevados do chão, dispostos 
em cruz, dois braços opostos são fechados e, os outros dois, também 
opostos, são abertos. Possui em sua intersecção, uma plataforma central 
que dá acesso a qualquer um dos quatro braços, na qual o animal é 
colocado no início da sessão de teste. Permite medir comportamentos 
relacionados à ansiedade baseado na aversão natural de roedores a 
espaços abertos, levando a um conflito entre permanecer nos braços 
fechados (parte segura e protegida) e explorar os braços abertos (parte 
aversiva e desprotegida) (MONTGOMERY, 1955; FILE, 1995; GOMES e 
NUNES-DE-SOUZA, 2009, ROY et al, 2009). O LCE é sensível 
principalmente a drogas que atuam nos sistemas 
benzodiazepínico/GABAérgico (RODGERS, 1997; CAROBREZ, 
TEIXEIRA e GRAEFF, 2001; LITVIN et al, 2008), sendo consideradas 
ansiolíticas aquelas drogas capazes de aumentar a atividade nos braços 
abertos e ansiogênicas aquelas que reduzem essa atividade (CAROBREZ 
e BERTOGLIO, 2005). Neste sentido, tornou-se um dos testes mais 
confiáveis para investigar e medir comportamentos relacionados à 
ansiedade em laboratório (ALBRECHET-SOUZA, BORELLI e BRANDÃO, 
2008). Além de ser utilizado na triagem de potenciais agentes 
terapêuticos, o LCE contribui para a compreensão das bases biológicas 
envolvidas nos processos emocionais e tem sido usado para definir as 
regiões cerebrais envolvidas nos processo de medo e ansiedade 
(CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). 

 
1.2.3 Caixa Branca e Preta (CBP) 

 
A CBP, também conhecida como teste de transição claro/escuro, 

foi desenvolvida por Crawley e Goodwin em 1980 (CRAWLEY e 
GOODWIN, 1980). Consiste de uma pequena caixa com dois 
compartimentos conectados, um branco fortemente iluminado e outro 
preto com baixa iluminação (vermelha). Ao iniciar a sessão de teste o 
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animal é colocado no compartimento branco e pode explorar livremente 
os dois compartimentos. O número de transições realizadas por 
camundongos entre os dois compartimentos (claro/escuro) foi utilizado 
como um índice de ansiedade (CRAWLEY e GOODWIN, 1980). 
Posteriormente, Crawley demonstrou em seus experimentos que alguns 
compostos benzodiazepínicos aumentavam o comportamento 
exploratório de camundongos na CBP (CRAWLEY, 1981). Neste sentido, 
o aparato é baseado na aversão natural de roedores a áreas iluminadas e 
no seu comportamento exploratório espontâneo em resposta a 
estressores leves, como a luz e o ambiente novo (BOURIN e HASCOËT, 
2003; TAKAO e MIYAKAWA, 2006).  

Costall e colaboradores modificaram o teste original e mediram 
atividade locomotora e exploração de pé (rearing) no compartimento 
claro e no compartimento escuro da, CBP (COSTALL 1987). Um perfil 
ansiolítico foi definido, baseado no efeito dos BDZs diazepam (DZ) e 
triazolam (TZ), como um aumento no rearing e na atividade locomotora 
no compartimento claro, com a concomitante diminuição destas medidas 
no compartimento escuro (COSTALL, 1987; LISTER, 1990). Dados da 
literatura sugerem que o tempo gasto na área clara e a atividade 
comportamental, como locomoção e rearing, podem ser medidas mais 
úteis do potencial ansiolítico de um componente do que as transições 
(HASCOËT, BOURIN e DHONNCHADHA, 2001), sendo estas 
consideradas um bom índice para atividade exploratória enquanto o 
tempo gasto em cada compartimento, considerado um reflexo da 
aversão proporcionada por eles (BOURIN e HASCOËT, 2003). 

 
1.3 Limitações dos Testes Comportamentais 

 
Apesar dos modelos comportamentais descritos acima 

apresentarem uma crescente popularidade, pesquisadores concordam 
que não há um modelo animal de ansiedade ideal (RAMOS, 2008), 
devido a algumas limitações significativas que eles apresentam 
(ANDREATTINI e BACELLAR, 2000). Primeiramente, os testes 
comportamentais existentes geralmente não conseguem reproduzir os 
diversos transtornos de ansiedade (KALUEFF, WHEATON e MURPHY, 
2007). Assim, constitui um desafio para os cientistas, desenvolver testes 
animais que melhor reflitam os diferentes transtornos de ansiedade 
reconhecidos clinicamente (FILE, GONZALEZ e GALLANT, 1999). Como 
estes testes incondicionados (CA, LCE e CBP) evocam a exploração de 
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um ambiente novo, o efeito comportamental do tratamento 
farmacológico ou fisiológico, pode ser contaminado por seus efeitos 
intrínsecos na atividade locomotora (CHAOULOFF, DURAND e 
MORMÈDE, 1997). Desta forma, alguns tratamentos farmacológicos 
podem causar mudanças na atividade locomotora por um mecanismo 
que não envolva mudanças na ansiedade (LISTER, 1990), como acontece 
com os BDZs, por exemplo, que apresentam para doses elevadas, 
relaxamento muscular e/ou sedação que confundem seus efeitos 
ansiolíticos em testes incondicionados (CHAOULOFF, DURAND e 
MORMÈDE, 1997).  

Por um certo tempo, o principal critério de validação de um 
modelo animal era a sua sensibilidade a compostos BDZs e muitos dos 
modelos existentes são pouco sensíveis a outros compostos não BDZs 
(HASCOËT, BOURIN e DHONNCHADHA, 2001), o que representa um 
problema para a detecção de novos agentes terapêuticos, sendo este um 
dos motivos pelos quais os testes foram desenvolvidos. Além disso, 
muitas das inconsistências encontradas nos resultados apresentados com 
estes testes comportamentais são resultantes da ênfase dada somente 
para a questão farmacológica e não para o perfil comportamental do 
animal. A adoção de uma avaliação etológica juntamente com a 
farmacológica é vantajosa, pois aumenta a validade de aparência e de 
construção do teste comportamental, facilita as conclusões sobre a 
especificidade do comportamento, permite comparações refinadas 
dentro e entre classes de drogas e reforça a sensibilidade a ação da droga 
(RODGERS et al, 1997; CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). 

Como estes modelos são baseados em comportamentos 
espontâneos ou etológicos, sofrem forte influência de mudanças 
ambientais e metodológicas, e de procedimentos de manipulação e 
experimentais não genéticos e não farmacológicos (LISTER, 1990; 
RODGERS, 1997; BOURIN e HASCOËT, 2003; KALUEFF, WHEATON e 
MURPHY, 2007). Assim, manipulações deliberadas ou acidentais de 
fatores não genéticos e não farmacológicos podem influenciar 
dramaticamente os resultados nos testes, alterando inclusive o efeito de 
drogas (HOGG, 1996). Diferenças presentes no grau de severidade de 
estressores externos (condições de alojamento dos animais, 
procedimentos de manipulação durante o teste) poderiam explicar as 
variações nos resultados apresentados por diferentes laboratórios, pois o 
estresse afeta a atividade locomotora e diferentes tipos de estressores 
podem afetar a resposta comportamental (SANCHEZ, 1997). Por 



 

 

9 

 

exemplo, diferenças marcantes na intensidade de luz entre os 
compartimentos branco e preto (700 lux/7 lux) da CBP reduzem o 
número de entradas de camundongos no compartimento branco, 
prejudicando o efeito ansiolítico do DZ e do CDZ (CHAOULOFF, 
DURAND e MORMÈDE, 1997). 

Alguns destes fatores podem contribuir para resultados falso-
positivos, bem como para variações nos resultados experimentais entre 
diferentes laboratórios e até no mesmo laboratório (HASCOËT, BOURIN 
e DHONNCHADHA, 2001; BOURIN e HASCOËT, 2003; KALUEFF, 
WHEATON e MURPHY, 2007). Portanto, é preciso ter cautela antes da 
generalização de resultados experimentais e realizar uma análise mais 
abrangente dos testes comportamentais incondicionados, para obter 
informações mais detalhadas sobre os diferentes aspectos do 
comportamento animal, permitindo a interpretação mais confiável dos 
resultados (LIPKIND et al, 2004). 

 
1.4 Fenômeno de “One Trial Tolerance” 
 

Estudos realizados com o LCE mostram que a experiência 
anterior no teste altera as respostas comportamentais e farmacológicas 
em exposições subseqüentes (FILE, 1990; LISTER, 1990; HOLMES et al, 
2001). Segundo Rodgers, Lee e Shepherd (1992), o teste no LCE altera a 
natureza da reação relacionada à ansiedade de roedores no reteste. Além 
disso, a experiência prévia com ou sem droga no LCE reduz, ou mesmo 
suprime, a eficácia dos ansiolíticos BDZs a partir da segunda exposição 
ao aparato. A este fenômeno denomina-se one trial tolerance (OTT) 
(FILE, 1990; FILE e ZANGROSSI JR, 1993; HOLMES e RODGERS, 1998; 
CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005; ALBRECHET-SOUZA, BORELLI e 
BRANDÃO, 2008). Dados da literatura mostram OTT também com 
outros compostos, como barbitúricos, etanol, MK 801 entre outros (para 
revisão ver CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005) e com outros testes 
comportamentais como a CBP (HOLMES et al, 2001), a esquiva ao odor 
de gato (MCGREGOR e DIELENBERG, 1999) e o four-plate (HASCOËT, 
BOURIN e COUETOUX DU TERTRE, 1997). O fenômeno de OTT parece 
ocorrer independente do estado farmacológico no teste, do intervalo 
entre os testes e do material com o qual o labirinto é construído (FILE, 
1990; RODGERS e SHEPHERD, 1993). 

Algumas hipóteses têm sido propostas para explicar a ocorrência 
de OTT, entre as quais destacam-se a sensibilização do medo 
(RODGERS e SHEPHERD, 1993), a mudança qualitativa no estado 
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emocional (FILE e ZANGROSSI JR, 1993; FILE et al, 1993; HOLMES e 
RODGERS, 1998; BERTOGLIO e CAROBREZ, 2000), a habituação 
locomotora (DAWSON et al, 1994), o estado alterado do sítio de ligação 
BDZs (FILE et al, 1992) e a redução do conflito na reexposição 
(RODGERS e SHEPHERD, 1993). A sensibilização do medo se refere a 
um aumento da esquiva aos braços abertos, ou uma redução da atividade 
nos braços abertos, durante o reteste, refletindo uma mudança 
quantitativa e/ ou qualitativa do comportamento no LCE (VARGAS, DA 
CUNHA e ANDREATINI, 2006). De fato, a análise minuto a minuto do 
perfil comportamental no LCE mostra uma progressiva esquiva dos 
braços abertos a partir do segundo minuto de teste, que permanece 
durante todo o reteste, bem como, em exposições subseqüentes 
(HOLMES e RODGERS, 1998; BERTOGLIO e CAROBREZ, 2002).  

Segundo o estudo realizado por Rodgers et al. (1995), no primeiro 
minuto de teste no LCE os ratos realizam altos níveis de avaliação de 
risco, objetivando obter informações do ambiente. No entanto, a partir 
do segundo minuto, demonstram uma preferência pelos braços fechados 
acompanhada de alta atividade, como rearing, groomming e retornos 
aos braços fechados (returns). Este perfil sugere uma aprendizagem 
espacial rápida, seguida de uma esquiva das áreas potencialmente 
perigosas do labirinto (RODGERS et al, 1995). Postula-se que a mudança 
qualitativa no estado emocional se trata de uma mudança na resposta 
aversiva, ou seja, de uma resposta de medo incondicionada no teste para 
um medo fóbico (ou uma resposta de medo aprendida, ou ainda, esquiva 
aprendida) no reteste (FILE e ZANGROSSI JR, 1993; BERTOGLIO e 
CAROBREZ 2000; VARGAS, DA CUNHA e ANDREATINI, 2006). Tal 
medo fóbico seria resultante do espaço aberto e da altura presentes nos 
braços abertos do LCE (FILE e ZANGROSSI JR, 1993). Desta forma, a 
experiência prévia no LCE, ao invés de induzir a tolerância ao efeito 
ansiolítico dos BDZs, induz uma fobia (FILE e ZANGROSSI JR, 1993; 
RODGERS e SHEPHERD, 1993), contra a qual os BDZs são relativamente 
ineficazes (MARKS, 1987). File et al. (1990) sugeriram que a experiência 
nos braços abertos é o fator crucial para a esquiva dos braços abertos, 
enquanto Holmes e Rodgers (1999) e Roy et al. (2009) enfatizam a 
experiência prévia nos braços fechados. Já Bertoglio e Carobrez (2000) 
sugeriram que a existência de dois ambientes com diferentes níveis de 
aversão (braços abertos e braços fechados) é o fator chave para o 
processo de esquiva aprendida no teste.  
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A hipótese de habituação propõe que a ineficácia dos BDZs é 
resultante de uma habituação da atividade locomotora entre as sessões 
de teste (DAWSON et al, 1994). Entretanto, dados da literatura mostram a 
ocorrência de OTT sem uma habituação da atividade locomotora, que 
pode ser demonstrada através de uma manutenção ou aumento das 
entradas nos braços fechados do LCE entre as sessões de teste 
(RODGERS et al, 1995). Outra hipótese sugere que a experiência prévia 
no aparato pode induzir uma alteração funcional no sítio de ligação do 
complexo receptor GABA/BDZ, tornando-o insensível a modulação 
alostérica de drogas (BERTOGLIO e CAROBREZ, 2003). Finalmente, o 
que leva o animal a explorar o ambiente novo é a existência de um 
conflito aproximação/esquiva, ou seja, aproximar pela motivação em 
explorar e esquivar (ou evitar) pelo medo do novo (OHL, 2003). A 
experiência prévia no LCE reduz a motivação em explorar os braços 
abertos e, mesmo após a administração de uma droga ansiolítica, não há 
um aumento na motivação em explorar o familiar braço aberto, não 
apresentando, portanto, efeito ansiolítico no reteste (CAROBREZ e 
BERTOGLIO, 2005). A presença do conflito aproximação/esquiva no 
teste permite que o aparato tenha alta sensibilidade aos efeitos 
ansiolíticos dos BDZs, enquanto no reteste, o conhecimento do perigo 
inerente aos braços abertos faz com que os animais deixem de explorá-
los (ALBRECHET-SOUZA et al, 2007).  

Roedores continuam a exibir uma resposta comportamental de 
exploração dos braços abertos no reteste, ou seja, ausência de OTT, nos 
seguintes casos: 1) administração de uma dose amnésica de CDZ (75 
mg/kg) (FILE et al, 1990), escopolamina (BERTOGLIO e CAROBREZ, 
2004) ou propanolol antes do teste (STERN, CAROBREZ e BERTOGLIO, 
2008); 2) duração da sessão de teste/ reteste aumentada para 10 min 
(FILE et al, 1993); 3) duração da sessão de teste reduzida para um 1 
minuto (DAL-COL et al, 2003); 4) introdução de um novo conflito 
motivacional (estímulos aversivos associados aos braços fechados: luz e 
vento quente) (PEREIRA et al, 1999); 5) inativação temporária com 
lidocaína da amígdala basolateral após o teste (FILE, GONZALEZ e 
CALLANT, 1998) ou do hipotálamo dorsomedial, substância cinzenta 
periaquedutal dorsolateral (SCPd) e hipocampo dorsal antes do reteste 
(FILE, GONZALEZ e CALLANT, 1999; BERTOGLIO et al, 2005; 
BERTOGLIO, JOCA e GUIMARÃES, 2006). Estes últimos trabalhos são 
interpretados como um prejuízo na consolidação (amígdala) e 
recuperação (hipotálamo, hipocampo dorsal e SCPd) da informação 
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adquirida durante o teste (VARGAS, DA CUNHA e ANDREATINI, 2006). 
Por outro lado, a administração sistêmica de anfetamina e PTZ pós-teste 
aumenta a retenção da memória e facilita o desenvolvimento de OTT 
(VARGAS, DA CUNHA e ANDREATINI, 2006). O efeito da administração 
de doses amnésicas de CDZ, escopolamina e propanolol, juntamente 
com a inativação temporária das estruturas encefálicas citadas acima e a 
administração sistêmica de anfetamina e PTZ, sugerem que a 
aprendizagem e a memória tem um papel importante no 
desenvolvimento de OTT. Esta hipótese não exclui as outras citadas 
acima, mas complementa algumas delas. 

 
1.5 Propostas para Minimizar as Limitações dos Testes 
Comportamentais 

 
Alguns pesquisadores concordam que nenhum dos testes 

comportamentais fornece uma medida pura e incontestável da 
reatividade emocional e que cada teste, individualmente, avalia apenas 
uma fração do perfil emocional dos animais (RAMOS, 2008; RAMOS et 
al, 2008). Neste sentido, baterias de testes comportamentais têm sido 
amplamente utilizadas com o intuito de melhor se compreender o perfil 
emocional dos animais experimentais (RAMOS et al, 1997). No entanto, 
dados da literatura sugerem que os testes comportamentais são sensíveis 
aos efeitos da experiência no teste anterior (PAYLOR et al, 2006). 
Adicionalmente, alguns pesquisadores fazem uso de determinadas 
estratégias, como: (1) a análise de mais parâmetros etológicos, como os 
comportamentos de avaliação de risco (stretched-attend posture, closed-

arm returns, peeping out, flat-back approach, entre outros) (HOLMES e 
RODGERS; 1998; SILVA e BRANDÃO, 1999; HOLMES et al, 2001; 
ALBRECHET-SOUZA et al, 2007; ALBRECHET-SOUZA, BORELLI e 
BRANDÃO, 2008) que aumentam a utilidade e a sensibilidade do modelo 
(SILVA e BRANDÃO, 1999); (2) o monitoramento da concentração de 
corticosterona plasmática, que aparece aumentada no organismo do 
animal após a exposição a um estímulo estressante (PELLOW et al, 1985; 
ALBRECHET-SOUZA et al, 2007) e (3) a proposição de novos modelos 
comportamentais e/ou reestruturação dos modelos existentes. Como 
exemplo podemos citar: o Labirinto em T Elevado (ZANGROSSI JR e 
GRAEFF, 1997), plus-maze discriminative avoidance task (SILVA e 
FRUSSA-FILHO, 2000), Suok test (KALUEFF et al, 2008) e versões 
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modificadas do CA (POGORELOV, LANTHORN e SAVELIEVA, 2007; 
LAMPREIA et al, 2008) e do LCE (ROY et al, 2009).  

Neste sentido, Ramos et al. (2008) propuseram a combinação 
física dos três testes comportamentais mais utilizados na avaliação de 
comportamentos relacionados à ansiedade/emocionalidade (CA, LCE e 
CBP), denominando-o de “teste triplo”. Este novo paradigma não é a 
simples soma de testes individuais, pois, durante o período no qual o 
animal é testado, ele tem livre acesso a cada um dos três 
compartimentos, que são naquele momento inéditos a ele (RAMOS, 
2008). O teste triplo se propõe a aumentar nossa compreensão a respeito 
destes testes populares e melhorar a interpretação dos dados 
comportamentais observados nos mesmos. No presente trabalho 
apresentamos os experimentos farmacológicos realizados no teste triplo.  
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Apesar da ampla utilização do CA, do LCE e da CBP tanto para o 
estudo dos comportamentos relacionados à ansiedade em animais 
quanto para triagem de potenciais agentes terapêuticos, a compreensão 
das respostas comportamentais apresentadas pelos roedores nestes testes 
não é satisfatória, persistindo muitas dúvidas sobre o que estes testes 
medem exatamente. Para solucionar estas questões e obter uma 
avaliação mais completa da resposta emocional dos animais, muitos 
pesquisadores utilizam baterias de testes. Porém, estas podem ocasionar 
alguns problemas, pois o mesmo animal não pode ser testado ao mesmo 
tempo em diferentes testes comportamentais. Por outro lado, a 
experiência no teste anterior pode influenciar a resposta comportamental 
no teste seguinte e o estado emocional do animal pode variar ao longo 
do tempo. 

Para tentar resolver estes problemas, foi proposta a integração 
física de três testes comportamentais de ansiedade (CA, LCE e CBP), o 
qual denominamos teste triplo. Experimentos pilotos realizados em 
nosso laboratório com o teste triplo mostraram que: (1) os ratos 
colocados no centro do CA no início da sessão de teste apresentaram 
altos níveis de exploração geral em todo o teste triplo; (2) um período de 
teste de 15 min é o suficiente para que os ratos explorem todos os três 
aparatos do teste triplo; (3) as linhagens isogênicas LEW e SHR, 
conhecidas por apresentarem altos e baixos perfis emocionais 
relacionados à ansiedade no CA, no LCE e na CBP, também diferem de 
maneira consistente em todas as medidas relacionadas à ansiedade no 
teste triplo e (4) uma análise de componentes principais sugere que os 
três testes usados em combinação avaliam as mesmas dimensões 
comportamentais básicas, como aquelas que são avaliadas pelos testes 
individualmente. Baseados nestes dados, este trabalho foi realizado para 
verificar os efeitos de três drogas moduladoras de ansiedade 
(midazolam, clordiazepóxido e pentilenotetrazol) no teste triplo, bem 
como a possibilidade de se usar o novo teste de forma repetida. 

As hipóteses iniciais deste trabalho foram: 1) os diferentes testes 
comportamentais aqui utilizados apresentam significados psicológicos 
diferentes; 2) a combinação física de três testes (CA, LCE e CBP) 
permite avaliar diferentes aspectos da emocionalidade simultaneamente, 
evitando os efeitos da experiência prévia, das manipulações e intervalos 
entre os testes; 3) o novo modelo integrado, por ser mais complexo, é 
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capaz de responder ao tratamento agudo e crônico de compostos 
ansiolíticos e ansiogênicos. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 

 
Validar farmacologicamente um novo modelo comportamental 

integrado para avaliar comportamentos relacionados à 
ansiedade/emocionalidade em ratos. 

 
3.2 Objetivos Específicos 
 

• Verificar os efeitos do tratamento agudo com os 
benzodiazepínicos midazolam e clordiazepóxido; 
 
• Verificar os efeitos do tratamento agudo com pentilenotetrazol; 
 
•  Verificar os efeitos do tratamento com clordiazepóxido em 
repetidas exposições ao teste triplo; 
 
• Compreender melhor o significado de cada um dos testes 
comportamentais que compõem o teste triplo através de testes 
farmacológicos; 
 
• Comparar a eficiência do teste triplo na investigação do efeito 
de drogas que modulam à ansiedade com os testes individuais. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Animais 

 
Foram utilizados 317 ratos Wistar machos, entre 9 e 11 semanas 

de idade. Os animais foram criados em nosso laboratório, desmamados e 
separados por sexo com três a quatro semanas de idade, e mantidos em 
gaiolas coletivas de polipropileno (5-6 animais por gaiola), com água e 
comida disponíveis ad libitum, sob um ciclo claro/ escuro de 12: 12 h 
(luzes acesas às 07:00h) e temperatura mantida a 22±2◦C. Os 
experimentos 1 a 3 e 6 a 8 foram realizados entre 13:00h e 18:00h, e os 
experimentos 4 e 5 entre 08:30h e 11:00h. Todos os procedimentos 
foram realizados de acordo com as orientações do Comitê de Ética em 
Experimentação Animal local (CEUA/UFSC, Protocolo N◦ PP00191).  

 
4.2 Aparatos Comportamentais 

 
4.2.1 Campo Aberto (CA) 

 
O aparato consiste em uma arena de madeira coberta com fórmica 

impermeável possuindo uma área de 100 x 100 cm, com o chão branco, 
dividido em 25 quadrados de 20 x 20 cm (linhas divisórias pretas), 9 
quadrados formam a área central e 16 a área periférica; as paredes, 
também brancas, têm 40 cm de altura. A luminosidade utilizada no 
aparato durante os experimentos foi de 10 lux. 

 

Figura 1. Campo Aberto utilizado nos experimentos. 
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4.2.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 

O aparato é feito de madeira coberta com uma camada de fórmica 
preta, apresentando quatro braços, sendo dois fechados e dois abertos, 
distantes 52 cm do chão. Os dois braços fechados são opostos, medindo 
50 cm de comprimento por 10 cm de largura, com paredes de 42 cm de 
altura, formando uma cruz com os braços abertos, os quais também 
medem 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, sendo margeados 
por um anteparo de 0,5 cm de altura e 0,1 cm de espessura (para evitar a 
queda dos animais do aparato). Na interseção entre os braços fechados e 
abertos existe uma plataforma central medindo 13,5 x 10 cm que oferece 
acesso a cada um dos quatro braços. A luminosidade utilizada no 
aparato durante os experimentos foi de 15 lux (medido a partir dos 
braços abertos do LCE). 

 

Figura 2. Labirinto em Cruz Elevado utilizado nos experimentos. 

 

4.2.3 Caixa Branca e Preta (CBP) 

 

O aparato é feito de madeira coberta com fórmica e apresenta dois 
compartimentos: um branco fortemente iluminado (750 lux), medindo 
27x27x27 cm, cujo chão é dividido em 9 quadrados (9x9 cm); e outro 
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preto iluminado com luz vermelha (20 lux), medindo 27x18x27 cm, 
cujo chão é dividido em 6 quadrados (9x9 cm). Os dois compartimentos 
são conectados por uma pequena abertura de 7x7 cm. Ambas as 
lâmpadas de 40 W são localizadas 30 cm acima do piso do aparato. 

 

Figura 3. Caixa Branca/Preta utilizada nos experimentos. 

 

4.2.4 Teste Triplo 

 

O Teste Triplo consiste na junção dos três aparatos anteriormente 
descritos, que se encontram conectados por aberturas localizadas nos 
braços fechados do LCE, no compartimento preto da CBP e uma 
abertura central em uma das paredes do CA. O LCE encontra-se no 
centro do teste triplo, servindo como conexão entre o CA e a CBP. 
Assim, no teste triplo temos o CA, onde uma de suas paredes encontra-
se conectada a um dos braços fechados do LCE por uma abertura central 
(10 cm de largura por 40 cm de altura) que permite livre acesso a todo o 
labirinto e conseqüentemente à CBP. Na extremidade do outro braço 
fechado do LCE há uma abertura (10 x 7 cm) conectando-o a CBP. Essa 
abertura encontra-se no centro de uma das paredes do compartimento 
preto da caixa, e, oposta a essa, existe outra pequena abertura (7x7 cm) 
ligando os dois compartimentos da CBP. O teste triplo está disposto a 52 
cm do chão para que as características aversivas dos braços abertos do 
LCE sejam mantidas. Os experimentos foram realizados em ambiente 
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com baixa luminosidade, com o CA apresentando 10 lux, o LCE 15 lux 
e a CBP 20 lux no compartimento preto e 750 lux no compartimento 
branco. 

 
Figura 4. Teste Triplo utilizado nos experimentos (Fonte: RAMOS, 2008). 

 
4.3 Drogas 

 
O clordiazepóxido (CDZ) (Centaur, India) foi suspenso em 

metilcelulose 0,5% (MC 0,5%), como descrito previamente 
(VENDRUSCOLO et al, 2003), e administrado intraperitonealmente (i.p.) 
(2 ml/kg) 30 min antes do teste, nas doses de 0,5, 5 e 10 mg/kg. O grupo 
controle recebeu um volume similar de MC 0,5%. O volume e o tempo 
de injeção foram escolhidos com base em dois estudos anteriores 
realizados para verificar o efeito do CDZ no LCE e na CBP em ratos 
(CHAOULOFF, DURAND e MORMÈDE, 1997; PELLOW et al, 1985). As 
doses foram escolhidas com base na eficácia apresentada em trabalhos 
anteriores, 5 mg/kg no CA e no LCE (CHAOULOFF, DURAND e 
MORMÈDE, 1997; PELLOW et al, 1985; VENDRUSCOLO et al, 2003), 10 
mg/kg na CBP (CHAOULOFF, DURAND e MORMÈDE, 1997) e 0,5 
mg/kg (CRAWLEY, 1981). O midazolam (MDZ) (Cristalia, Brasil) foi 
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dissolvido em salina (NaCl 0,9%) e administrado i.p. (1ml/kg) 30 min 
antes do teste, nas doses de 0,1875, 0,375 e 0,750 mg/kg. O grupo 
controle recebeu um volume similar de salina. O volume, a dose e o 
tempo de tratamento foram baseados em um estudo prévio mostrando o 
efeito ansiolítico desta droga em ratos no LCE (BERTOGLIO e 
CAROBREZ, 2002). Devido ao menor número de grupos de tratamento 
disponíveis neste experimento, o intervalo da dose foi ligeiramente mais 
estreito do que foi usado no artigo citado (ou seja, de 0,187 a 0,75 
mg/kg em vez de 0,125 a 1,0 mg/kg). O pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma 
Aldrich, Alemanha) foi dissolvido em salina e administrado i.p. (2 
ml/kg) nas doses de 10 e 20 mg/kg, 5 min antes do teste, como 
previamente descrito em três estudos com ratos (PELLOW et al, 1985; 
CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; RAMOS et al, 1997), o grupo controle 
recebeu um volume similar de salina.  

 
4.4 Protocolos Experimentais 

 
4.4.1 Experimento 1: Efeito do MDZ no Teste Triplo 

 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do MDZ no 

teste triplo. Assim, os animais receberam MDZ a 0,1875 mg/kg, 0,375 
mg/kg, 0,750 mg/kg ou salina (NaCl 0,9%) e retornaram para sua 
gaiola-moradia. Após 30 min, cada animal foi posicionado no centro do 
CA, onde poderiam explorar livremente o três aparatos do teste triplo 
(CA, LCE e CBP) por 15 min. Os seguintes parâmetros 
comportamentais foram avaliados: locomoção central e periférica (com 
as quatro patas) e o tempo no centro do CA, entradas e tempo gasto nos 
braços abertos e fechados do LCE, locomoção e tempo gasto no 
compartimento preto e branco e o número de transições da CBP. No 
final de cada sessão de teste, o aparato foi limpo com etanol 10 % e seco 
com papel toalha. Os comportamentos foram registrados por três 
microcâmeras localizadas acima do aparato e monitorados por um 
experimentador treinado através de um microcomputador em uma sala 
adjacente. O experimentador não foi informado sobre o tratamento 
aplicado a cada animal. 
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4.4.2 Experimento 2: Efeito do CDZ no Teste Triplo 

 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ no 

teste triplo. Assim, os animais receberam CDZ a 0,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 
mg/kg ou MC 0,5% e retornaram para sua gaiola-moradia. Após 30 min, 
cada animal foi posicionado no centro do CA, onde poderiam explorar 
livremente o três aparatos do teste triplo por 15 min. Os parâmetros 
comportamentais avaliados, a limpeza do aparato e a gravação foi 
realizada de acordo com o experimento 1. 
 

4.4.3 Experimento 3: Efeito do PTZ no Teste Triplo 

 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do PTZ no 

teste triplo. Assim, os animais receberam PTZ a 10 mg/kg, 20 mg/kg ou 
salina (NaCl 0,9%) e retornaram para sua gaiola-moradia. Após 5 min, 
cada animal foi posicionado no centro do CA, onde poderiam explorar 
livremente o três aparatos do teste triplo por 15 min. Os parâmetros 
comportamentais avaliados, a limpeza do aparato e a gravação foi 
realizada de acordo com o experimento 1. 

 
4.4.4 Experimento 4: Efeito do CDZ no CA 

 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ no 

CA isoladamente, já que esta droga não apresentou o efeito ansiolítico 
esperado no Teste Triplo. Assim, os animais receberam CDZ 0,5 mg/kg, 
5 mg/kg, 10 mg/kg ou MC 0,5% e retornaram para sua gaiola-moradia. 
Após 30 min, cada animal foi posicionado no centro do CA, onde foram 
registrados locomoção central e periférica (com as quatro patas) e o 
tempo gasto no centro do CA durante 5 min. No final de cada sessão de 
teste, o aparato foi limpo com etanol 10 % e seco com papel toalha. Os 
comportamentos foram gravados por uma microcâmera localizada acima 
do aparato e monitorados por um experimentador treinado através de um 
microcomputador em uma sala adjacente. O experimentador não foi 
informado sobre o tratamento aplicado a cada animal. 
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4.4.5 Experimento 5: Efeito do CDZ na CBP 

 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ na 

CBP isoladamente, já que esta droga não apresentou o efeito ansiolítico 
esperado no Teste Triplo. Assim, os animais receberam CDZ a 0,5 
mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg ou MC 0,5%. Após 30 min, cada animal foi 
posicionado no compartimento branco da CBP, com a cabeça voltada 
para a porta de acesso ao compartimento preto, onde foram testados por 
5 min. Foram registrados a locomoção e o tempo gasto nos 
compartimentos preto e branco e o número de transições. A limpeza do 
aparato e gravação foi realizada de acordo com o experimento 4. 

 
4.4.6 Experimento 6: Efeito do Reteste nos Efeitos do CDZ no 

Teste Triplo 

 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ no 

teste triplo em dois dias repetidos. No dia 1, os animais receberam CDZ 
a 10 mg/kg ou MC 0,5% e retornaram para sua gaiola-moradia. Esta 
dose de CDZ foi escolhida com base no experimento 2, onde apresentou 
efeito ansiolítico na porcentagem de entradas e de tempo nos braços 
abertos do LCE. Após 30 min, cada animal foi avaliado no teste triplo 
por 15 min e ao término do período de teste, os animais voltaram para 
gaiola-moradia. No dia 2, 24 h depois, os animais tratados com CDZ 10 
mg/kg ou MC 0,5% receberam novamente os mesmos respectivos 
tratamentos e, após 30 min, foram submetidos ao teste triplo. Os 
parâmetros comportamentais avaliados, a limpeza do aparato e a 
gravação foi realizada de acordo com o experimento 1. 

 
4.4.7 Experimento 7: Efeito do CDZ em 4 Dias de Exposição 

Repetida ao Teste Triplo 
 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ nos 

animais expostos por quatro dias seguidos no teste triplo, sendo também 
avaliado o efeito da exposição prévia sem tratamento farmacológico nos 
efeitos do CDZ no dia seguinte, combinação está não avaliada no 
experimento 6. No dia 1, todos os animais receberam MC 0,5% e 
retornaram para sua gaiola-moradia. Após 30 min, cada animal foi 
avaliado no teste triplo por 15 min. Ao término do período de teste os 
animais voltaram para gaiola-moradia. Nos dias 2, 3 e 4, sempre 24 h 
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depois do teste anterior, os animais que anteriormente receberam MC 
0,5%, foram divididos em dois grupos. O grupo controle recebeu MC 
0,5%, e o grupo tratado recebeu CDZ 10 mg/kg, e após 30 min foram 
avaliados no teste triplo. Os parâmetros comportamentais avaliados, a 
limpeza do aparato e a gravação foi realizada de acordo com o 
experimento 1. 

 
4.4.8 Experimento 8: Efeito Crônico do CDZ no Teste Triplo  

 
Este experimento foi realizado para avaliar o efeito crônico do 

CDZ no teste triplo durante 20 dias. Todos os dias os animais receberam 
CDZ 10 mg/kg ou MC 0,5%, e após 30 min, cada animal foi avaliado no 
teste triplo. Os parâmetros comportamentais avaliados, a limpeza do 
aparato e a gravação foi realizada de acordo com o experimento 1. 
 
4.5 Análise Estatística 

 
No experimento 1, 2, 3, 4 e 5 foi utilizado ANOVA de uma via 

para o fator tratamento, seguido do teste post-hoc de Duncan. Nos 
experimentos 6, 7 e 8 foi utilizado ANOVA de medidas repetidas para 
os fatores tratamento e repetição, seguido do teste post-hoc de Duncan. 
No experimento 7, de quatro dias de exposição repetida ao Teste Triplo, 
foi realizada análise estatística somente dos dias 2, 3 e 4 porque os 
animais não receberam tratamento com CDZ no dia 1. A média de 
tempo total gasto pelos animais em cada aparato do teste triplo foi 
analisada a partir dos dados obtidos no experimento 2 por ANOVA de 
uma via (efeito de CDZ a 0, 0,5, 5 e 10 mg/kg). Todas as análises foram 
realizadas utilizando o programa Statistica® 8.0. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 Experimento 1: Efeito do MDZ no Teste Triplo 

 
Os resultados do experimento 1 são ilustrados nas Figuras 5 e 6. 

A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo para o fator 
tratamento na % de entradas (F(3,62)=4,34; p<0,01) e na % de tempo 
gasto (F(3,62)=3,73; p<0,05) nos braços abertos e no número de entradas 
nos braços fechados (F(3,62)=4,46; p<0,01) do LCE. O teste post-hoc de 
Duncan mostrou que somente a maior dose de MDZ de 0,75 mg/kg 
aumentou a preferência pelos braços abertos (p<0,01) e diminuiu as 
entradas nos braços fechados (p<0,05) do LCE. A ANOVA não 
apresentou diferença significativa entre os grupos experimentais, nos 
parâmetros comportamentais avaliados no CA e na CBP. 
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Figura 5. Comportamentos relacionados à ansiedade de ratos Wistar machos 
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de midazolam (MDZ 
0,187, 0,375 ou 0,75 mg/kg) no teste triplo. As variáveis comportamentais 
foram medidas em uma sessão de 15 min: locomoção, % de locomoção e tempo 
no centro do CA, % de entradas e de tempo nos braços abertos do LCE, 
locomoção, tempo no compartimento branco e transições da CBP. Barras e 
linhas verticais representam à média ± EPM dos animais dos grupos tratados e 
controle (n = 16-18). (**) Representa diferença significativa entre os grupos 
tratados e seu respectivo grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de 
Duncan, p < 0,01). 
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Figura 6. Comportamentos relacionados à locomoção de ratos Wistar machos 
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de midazolam (MDZ 
0,187, 0,375 ou 0,75 mg/kg) no teste triplo. As variáveis comportamentais 
foram medidas em uma sessão de 15 min: locomoção periférica no CA, entradas 
no fechado do LCE e locomoção no preto da CBP. Barras e linhas verticais 
representam à média ± EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 16-
18). (*) Representa diferença significativa entre os grupos tratados e seu 
respectivo grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 
0,05). 
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5.2 Experimento 2: Efeito do CDZ no Teste Triplo 

 
Os resultados do experimento 2 são ilustrados nas Figuras 7 e 8. 

A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo para o fator 
tratamento na % de entradas (F(3,60)=5,98; p<0,01) e na % de tempo 
gasto (F(3,60)=3,03; p<0,05) nos braços abertos e nas entradas nos braços 
fechados (F(3,60)=5,13; p<0,01) do LCE. O teste post-hoc de Duncan 
mostrou que as doses de CDZ de 5 mg/kg e 10 mg/kg (p<0,05) 
aumentaram a preferência pelos braços abertos, e a dose de 10 mg/kg 
diminuiu as entradas nos braços fechados (p<0,01) do LCE. Na CBP a 
ANOVA de uma via revelou efeito significativo para o fator tratamento 
na locomoção no compartimento preto (F(3,60)=3,16; p<0,05), onde o 
teste post-hoc de Duncan mostrou que os animais tratados com a dose 
de CDZ de 10 mg/kg diminuiram a locomoção no compartimento preto 
da CBP (p<0,05) em relação aos animais controle. A ANOVA não 
apresentou diferença significativa entre os grupos experimentais, nos 
parâmetros comportamentais avaliados no CA. 
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Figura 7. Comportamentos relacionados à ansiedade de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou diferentes doses de clordiazepóxido (CDZ 
0,5, 5 e 10 mg/kg) no teste triplo. As variáveis comportamentais foram medidas 
em uma sessão de 15 min: locomoção, % locomoção e tempo no centro do CA, 
% de entradas e de tempo nos braços abertos do LCE, locomoção, tempo no 
branco e transições da CBP. Barras e linhas verticais representam à média ± 
EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 16). (*), (**) Representam 
diferenças significativas entre os grupos tratados e seu respectivo grupo 
controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,05; p < 0,01, 
respectivamente). 
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Figura 8. Comportamentos relacionados à locomoção de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou diferentes doses de clordiazepóxido (CDZ 
0,5, 5 e 10 mg/kg) no teste triplo. As variáveis comportamentais foram medidas 
em uma sessão de 15 min: locomoção periférica no CA, entradas no fechado do 
LCE, locomoção no preto da CBP. Barras e linhas verticais representam à 
média ± EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 16). (*), (**) 
Representam diferenças significativas entre os grupos tratados e seu respectivo 
grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,05, p < 
0,01, respectivamente). 
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5.3 Experimento 3: Efeito do PTZ no Teste Triplo 

 
Os resultados do experimento 3 são ilustrados nas Figuras 9 e 10. 

A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo para o fator 
tratamento na locomoção central (F(2,35)=5,11; p<0,05) e periférica 
(F(2,35)=20,83; p<0,001) no CA. O teste post-hoc de Duncan mostrou 
uma diminuição na locomoção periférica no CA dos animais tratados 
com PTZ 20 mg/kg (p<0,001) em relação aos animais controle, e uma 
diminuição na locomoção central no CA dos animais tratados com PTZ 
10 mg/kg (p<0,05) e 20 mg/kg (p<0,01) em relação aos animais 
controle. No LCE, a ANOVA de uma via revelou efeito significativo 
para o fator tratamento nas % entradas (F(2,35)=9,.89; p<0,001) e % 
tempo gasto (F(2,35)=7,82; p<0,01) nos braços abertos, onde o teste post-

hoc de Duncan mostrou uma diminuição nas % de entradas nos braços 
abertos dos animais tratados com PTZ a 10 mg/kg (p<0,01) e 20 mg/kg 
(p<0,001). Uma diminuição na % tempo gasto nos braços abertos dos 
animais tratados com PTZ 10 mg/kg (p<0,01) e 20 mg/kg (p<0,01) 
também foi observada. Nas entradas nos braços fechados do LCE, a 
ANOVA também revelou um efeito do tratamento (F(2,35)=6,91; 
p<0,01), onde o teste post-hoc de Duncan mostrou uma diminuição das 
entradas nos braços fechados dos animais tratados com PTZ 20 mg/kg 
(p<0,01). Na CBP a ANOVA revelou efeito significativo para o fator 
tratamento na locomoção no compartimento branco (F(2,35)=4,02; 
p<0,05) e nas transições entre os compartimentos (F(2,35)=3,76; p<0,05), 
onde o teste post-hoc de Duncan mostrou uma diminuição nestes 
parâmetros dos animais tratados com PTZ 20 mg/kg (p<0,05) em 
relação aos animais controle. 
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Figura 9. Comportamentos relacionados à ansiedade de ratos Wistar machos 
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de pentilenotetrazol (PTZ 
10 ou 20 mg/kg) no teste triplo. As variáveis comportamentais foram medidas 
em uma sessão de 15 min: locomoção, % locomoção e tempo no centro do CA, 
% de entradas e de tempo nos braços abertos do LCE, locomoção, tempo no 
branco e transições da CBP. Barras e linhas verticais representam à média ± 
EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 11-13). (*), (**) e (***) 
Representam diferenças significativas entre os grupos tratados e seu respectivo 
grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,05, p < 
0,01 e p< 0,001, respectivamente). 
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Figura 10. Comportamentos relacionados à locomoção de ratos Wistar machos 
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de pentilenotetrazol (PTZ 
10 ou 20 mg/kg) no teste triplo. As variáveis comportamentais foram medidas 
em uma sessão de 15 min: locomoção periférica, entradas no fechado e 
locomoção no preto da CBP. Barras e linhas verticais representam à média ± 
EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 11-13). (**) e (***) 
Representam diferenças significativas entre os grupos tratados e seu respectivo 
grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,01 e p< 
0,001, respectivamente). 
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5.4 Experimento 4: Efeito do CDZ no CA 

 
Os resultados do experimento 4, que buscou avaliar se o CA é 

consistentemente sensível as BDZs nas nossas condições experimentais, 
são ilustrados na Figura 11. A ANOVA de uma via não apresentou 
efeitos significativos entres os grupos tratados em relação ao grupo 
controle na locomoção central e periférica no CA. A ANOVA revelou 
um efeito significativo para o fator tratamento no tempo gasto no centro 
do CA (F(3,28)=4,95; p<0,01), enquanto o teste post-hoc de Duncan 
mostrou uma diminuição do tempo gasto no centro do CA de todos os 
grupos tratados em relação ao grupo controle. 
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Figura 11. Comportamentos relacionados à ansiedade (azul) e a locomoção 
(escala de cinza) de ratos Wistar machos tratados com metilcelulose (MC) ou 
diferentes doses de clordiazepóxido (CDZ 0,5, 5 ou 10 mg/kg) no CA. As 
variáveis comportamentais foram medidas em uma sessão de 5 min: locomoção 
e % locomoção central, tempo no centro e locomoção periférica no CA. Barras 
e linhas verticais representam à média ± EPM dos animais dos grupos tratados e 
controle (n = 8). (*), (**) Representam diferenças significativas entre os grupos 
tratados e seu respectivo grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de 
Duncan, p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente). 
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5.5 Experimento 5: Efeito do CDZ na CBP 

 
A ANOVA não apresentou efeitos significativos entre os grupos 

experimentais, para nenhum dos parâmetros comportamentais avaliados 
na CBP (Figura 12). 
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Figura 12. Comportamentos relacionados à ansiedade (azul) e a locomoção 
(escala de cinza) de ratos Wistar machos tratados com metilcelulose (MC) ou 
diferentes doses de clordiazepóxido (CDZ 0,5, 5 ou 10 mg/kg) na CBP. As 
variáveis comportamentais foram medidas em uma sessão de 5 min: locomoção 
no branco e no preto, tempo no branco e transições na CBP. Barras e linhas 
verticais representam à média ± EPM dos animais dos grupos tratados e 
controle (n = 8). 
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5.6 Experimento 6: Efeito do Reteste nos Efeitos do CDZ no Teste 

Triplo 
 

Os resultados do experimento 6 estão ilustrados nas Figuras 13 e 
14. A ANOVA não apresentou nenhuma interação entre o dia e o 
tratamento nos parâmetros comportamentais avaliados no teste triplo. 
No CA, a ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo 
geral para o fator repetição com uma diminuição na locomoção 
periférica no CA no reteste em relação ao teste (F(1,28)=25,87; p<0,001), 
e um aumento na % de locomoção central no CA no reteste em relação 
ao teste (F(1,28)=20,29; p<0,001). Um efeito significativo para o fator 
tratamento também foi observado, sendo que os animais tratados com 
CDZ apresentaram uma redução no tempo gasto no centro do CA no 
teste e no reteste (F(1,28)=7,63; p<0,05). A ANOVA não apresentou 
efeito significativo na locomoção central no CA. No LCE, um efeito 
significativo geral para o fator repetição foi observado, com diminuição 
na % de entradas (F(1,28)=27,93; p<0,001) e na % de tempo 
(F(1,28)=18,89; p<0,001) nos braços abertos no reteste em relação ao 
teste. Um efeito significativo para o fator tratamento também foi 
observado, sendo que os animais tratados com CDZ apresentaram maior 
% de entradas (F(1,28)=12,28; p<0,01) e % de tempo (F(1,28)=9,76; 
p<0,01) nos braços abertos em relação ao grupo controle. A ANOVA 
não apresentou efeito significativo nas entradas e no tempo nos braços 
fechados do LCE. Na CBP, a ANOVA revelou um efeito significativo 
geral para o fator repetição, com um aumento do tempo gasto no 
compartimento preto no reteste em relação ao teste (F(1,28)=14,07; 
p<0,001) (dados não mostrados), não foram observadas diferenças 
significativas na locomoção no compartimento branco, no preto, no 
tempo no compartimento branco e nas transições. 
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Figura 13. Comportamentos relacionados à ansiedade de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepóxido (CDZ 10 mg/kg) em dois 
dias de experimento no teste triplo. As variáveis comportamentais foram 
medidas em uma sessão de 15 min: locomoção, % locomoção e tempo no centro 
do CA, % de entradas e de tempo nos braços abertos do LCE, locomoção, 
tempo no branco e transições da CBP. Barras e linhas verticais representam à 
média ± EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 15). (*), (**) 
Representam diferenças significativas entre o grupo tratado e o grupo controle 
(p<0,05, p<0,01, respectivamente). (###) Representam um efeito geral de 
repetição com diferenças significativas entre o teste e o reteste (p<0,001). 
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Figura 14. Comportamentos relacionados à locomoção de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepóxido (CDZ 10 mg/kg) em dois 
dias de experimento no teste triplo. As variáveis comportamentais foram 
medidas em uma sessão de 15 min: locomoção periférica no CA, entradas no 
fechado do LCE, locomoção no preto da CBP. Barras e linhas verticais 
representam à média ± EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 
15). (###) Representam um efeito geral de repetição com diferenças 
significativas entre o teste e o reteste (p<0,001). 
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5.7 Experimento 7: Efeito do CDZ em 4 Dias de Exposição Repetida 

ao Teste Triplo 
 

Os resultados do experimento 7 estão ilustrados nas Figuras 15 e 
16. A ANOVA de medidas repetidas foi realizada somente para os dias 
2, 3 e 4, pois no dia 1 todos os animais receberam metilcelulose. A 
ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo para o fator 
tratamento na locomoção central (F(1,28)=8,78; p<0,01) e na locomoção 
periférica no CA (F(1,28)=28,57; p<0,001), com uma diminuição na 
locomoção nestas duas áreas do grupo tratado em relação ao grupo 
controle. Um efeito significativo para o fator tratamento também foi 
encontrado para o tempo gasto no centro do CA (F(1,28)=12,73; p<0,01), 
com o grupo tratado apresentando uma diminuição no tempo gasto no 
centro em relação ao grupo controle. A ANOVA de medidas repetidas 
revelou efeito significativo geral para o fator repetição na % de 
locomoção central no CA (F(2,56)=14,02; p<0,001). Adicionalmente, o 
teste post-hoc de Duncan mostrou um aumento na % de locomoção 
central no CA nos dias 3 e 4 em relação ao dia 2. No LCE, a ANOVA 
de medidas repetidas revelou a presença de interação entre os fatores 
repetição e tratamento para a % de entradas (F(2,56)=4,86; p<0.05) e % de 
tempo (F(2,56)=3,30; p<0,05) nos braços abertos. Os animais tratados nos 
dias 3 e 4 exploraram mais os braços abertos do que seus respectivos 
controles. Um efeito significativo geral para o fator repetição também 
foi encontrado para o tempo gasto nos braços fechados do LCE 
(F(2,56)=9,45; p<0,001). Adicionalmente, o teste post-hoc de Duncan 
mostrou uma diminuição no tempo gasto nos braços fechados nos dias 3 
e 4 em relação ao dia 2 (dados não mostrados). A ANOVA não 
apresentou efeito significativo no número de entradas nos braços 
fechados do LCE. Na CBP a ANOVA revelou efeito significativo para o 
fator tratamento com um aumento na locomoção (F(1,28)=12,08; p<0,01) 
e no tempo gasto (F(1,28)=7,34; p<0,05) no compartimento branco e no 
número de transições (F(1,28)=9,45; p<0,01) do grupo tratado em relação 
ao grupo controle. Um aumento na locomoção (F(1,28)=9,77; p<0,01) e 
no tempo gasto no compartimento preto (F(1,28)=17,81, p<0.001) (dados 
não mostrados) do grupo tratado em relação ao grupo controle. 
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Figura 15. Comportamentos relacionados à ansiedade de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepóxido (CDZ 10 mg/kg) em 
quatro dias de experimento no teste triplo. As variáveis comportamentais foram 
medidas em uma sessão de 15 min: locomoção, % locomoção e tempo no centro 
do CA, % de entradas e de tempo no aberto do LCE, locomoção, tempo no 
branco e transições da CBP. ▲, □ e linhas verticais representam a média ± EPM 
dos animais do grupo tratado e controle (n = 15). (*) e (**) Representam 
diferenças significativas entre o grupo tratado e o grupo controle (p < 0,05 e p < 
0,01, respectivamente). (###) Representa um efeito geral de repetição com 
diferenças significativas dos dias 3 e 4 em relação ao dia 2 (ANOVA seguida do 
teste post-hoc de Duncan, p<0,001). (+) e (+++) Representam o resultado do 
teste post-hoc de Duncan com diferenças significativas entre o grupo tratado no 
dia 3 e 4 e seus respectivos controles (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente).  



 

 

42 

 

1 2 3 4
0

25
50
75

100
125
150
175

metilcelulose
CDZ 10mg/kg

***

CDZ

Dias

L
oc

om
oç

ão
pe

ri
fé

ri
ca

 C
A

1 2 3 4
0

10

20

30

40

metilcelulose
CDZ 10mg/kg

CDZ

Dias

E
nt

ra
da

s 
fe

ch
ad

o
L

C
E

1 2 3 4
0

10

20

30

40

50

**

CDZ

Dias

L
oc

om
oç

ão
 p

re
to

C
B

P

 
Figura 16. Comportamentos relacionados à locomoção de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepóxido (CDZ 10 mg/kg) em 
quatro dias de experimento no teste triplo. As variáveis comportamentais foram 
medidas em uma sessão de 15 min: locomoção periférica no CA, entradas no 
fechado do LCE, locomoção no preto da CBP. ▲, □ e linhas verticais 
representam a média ± EPM dos animais do grupo tratado e controle (n = 15). 
(**) e (***) Representam diferenças significativas entre o grupo tratado e o 
grupo controle (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente). 
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5.8 Experimento 8: Efeito Crônico do CDZ no Teste Triplo 

 
Os resultados do experimento 8 estão ilustrados nas Figuras 17 e 

18. No CA a ANOVA de medidas repetidas revelou a presença de 
interação entre os fatores repetição e tratamento para a locomoção 
central (F(19,342)=1,70; p<0,05). Os animais tratados do dia 7 se 
locomoveram menos no centro do CA do que seu respectivo controle. 
Um efeito significativo geral para o fator repetição também foi 
encontrado para a % de locomoção central no CA (F(19,342)=12,89; 
p<0,05) e para a locomoção periférica no CA (F(19,342)=7,26; p<0,05). 
Adicionalmente, o teste post-hoc de Duncan mostrou um aumento na % 
de locomoção central no CA nos dias 2 a 20 em relação ao dia 1, e uma 
diminuição na locomoção periférica no CA nos dias 2 a 20 em relação 
ao dia 1. A ANOVA não apresentou efeito significativo no tempo gasto 
no centro do CA. No LCE, a ANOVA de medidas repetidas revelou 
efeito significativo para o fator tratamento, com um aumento na % de 
entradas (F(1,18)=7,66; p<0,05) e na % de tempo nos braços abertos 
(F(1,18)=7,58; p<0,05) do grupo tratado em relação ao grupo controle. 
Um efeito significativo geral para o fator repetição também foi 
encontrado na % de entradas (F(19,342)=5,82; p<0,05) e na % de tempo 
nos braços abertos (F(19,342)=3,59; p<0,05). Adicionalmente, o teste post-

hoc de Duncan mostrou uma diminuição no dia 2 em relação ao dia 1, e 
um aumento nos dias 13, 15 a 20 em relação ao dia 1 na % de entradas 
nos braços abertos, na % de tempo gasto nos braços abertos ocorreu uma 
diminuição no dia 2 em relação ao dia 1, e um aumento no dia 18 em 
relação ao dia 1.  

Foi observado também um efeito significativo geral para o fator 
repetição nas entradas (F(19,342)=2,26; p<0,05) e no tempo gasto 
(F(19,342)=1,88; p<0,05) nos braços fechados do LCE. Adicionalmente, o 
teste post-hoc de Duncan mostrou uma diminuição nas entradas nos 
braços fechados nos dias 2 a 5, 7 a 20 em relação ao dia 1, e um 
aumento no tempo gasto nos braços fechados nos dias 2, 12 a 14, 18 a 
20 em relação ao dia 1 (dados não mostrados). Na CBP, a ANOVA de 
medidas repetidas revelou efeito significativo geral do fator repetição no 
na locomoção no compartimento branco (F(19,342)=2,13; p<0,05), no 
tempo gasto no compartimento branco (F(19,361)=2,30; p<0,05), na 
locomoção no compartimento preto (F(19,342)=4,51; p<0,05) e nas 
transições (F(19,342)=2,93; p<0,05). Adicionalmente, o teste post-hoc de 
Duncan mostrou uma diminuição na locomoção no compartimento 
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branco nos dias 10, 11, 17, 18 e 20 em relação ao dia 1, bem como, uma 
diminuição no tempo gasto no compartimento branco no dia 20 em 
relação ao dia 1. Foi observado também uma diminuição na locomoção 
no compartimento preto nos dias 7 a 10, 12, 15 a 17, 19 e 20 em relação 
ao dia 1, e uma diminuição nas transições nos dias 5, 7 a 12 e 15 a 20 
em relação ao dia 1. No compartimento preto da CBP a ANOVA de 
medidas repetidas também revelou um efeito significativo geral do fator 
repetição para o tempo gasto neste compartimento (F(19,342)=2,52; 
p<0,05). Adicionalmente, o teste post-hoc de Duncan mostrou um 
aumento no tempo gasto no compartimento preto nos dias 2, 12 a 14, 18 
a 20 em relação ao dia 1 (dados não mostrados).  
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Figura 17. Comportamentos relacionados à ansiedade de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepóxido (CDZ 10 mg/kg) em 20 
dias de experimento no teste triplo. As variáveis comportamentais foram 
medidas em uma sessão de 15 min: locomoção, % locomoção e tempo no centro 
do CA, % de entradas e de tempo no aberto do LCE, locomoção, tempo no 
branco e transições da CBP. ▲, □ e linhas verticais representam a média ± EPM 
dos animais do grupo tratado e controle (n = 12). (*) Representam diferenças 
significativas entre o grupo tratado e o grupo controle (p<0,05). ). (#) 
Representam o resultado do teste post-hoc de Duncan com diferenças 
significativas entre os dias de teste e o dia 1 (p<0,05). (+) Representam o 
resultado do teste post-hoc de Duncan com diferenças significativas entre o 
grupo tratado no dia 7 e seu respectivo controle (p < 0,05). 
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Figura 18. Comportamentos relacionados à locomoção de ratos Wistar machos 
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepóxido (CDZ 10 mg/kg) em vinte 
dias de experimento no teste triplo. As variáveis comportamentais foram 
medidas em uma sessão de 15 min: locomoção periférica no CA, entradas no 
fechado do LCE, locomoção no preto da CBP. ▲, □ e linhas verticais 
representam a média ± EPM dos animais do grupo tratado e controle (n = 12). 
(#) Representam o resultado do teste post-hoc de Duncan com diferenças 
significativas entre os dias de teste e o dia 1 (p<0,05). 
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5.9 Análise do Tempo Total em Cada Aparato do Teste Triplo 

 
A ANOVA não apresentou efeitos significativos entre os grupos 

experimentais (CDZ a 0, 0,5, 5 ou 10 mg/kg) no tempo total gasto em 
cada aparato do teste triplo. Os valores médios de tempo gasto (s) em 
cada aparato foram: CA: 241,37 ± 13,44, LCE: 332,85 ± 10,92, CBP: 
260,89 ± 15,27, ou seja, o tempo foi repartido entre os aparatos de forma 
relativamente equilibrada, com pouco mais de 5 min sendo gastos no 
LCE, por exemplo. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Existem vários testes descritos na literatura para medir 
comportamentos relacionados à ansiedade em roedores de laboratório 
(LISTER, 1990; FILE, 1995; RAMOS e MORMÈDE, 1998; LITVIN et al, 
2008), que foram validados com base na semelhança relativa das 
respostas comportamentais, fisiológicas e farmacológicas 
(principalmente através de compostos benzodiazepínicos) frente a 
situações ameaçadoras em roedores e seres humanos (PELLOW et al, 
1985; LISTER, 1990; BLANCHARD et al, 2008) Entretanto, muitas dúvidas 
ainda existem a respeito da relevância clínica dos diferentes testes 
comportamentais existentes (RAMOS e MORMÈDE, 1998). Sabe-se que, 
para uma avaliação mais completa do perfil emocional dos animais a 
serem estudados, é interessante utilizar diferentes testes e medidas 
comportamentais em uma mesma população (RAMOS et al, 1997). 
Porém, o mesmo animal não pode ser testado ao mesmo tempo em 
diferentes testes comportamentais, situação esta que gera um problema, 
pois o perfil emocional do animal flutua ao longo do tempo (RAMOS e 
MORMÈDE, 1998; RAMOS, 2008). Para tentar resolver tal problema, 
propomos a integração física de três testes comportamentais de 
ansiedade (o CA, o LCE e a CBP), que denominamos teste triplo. 
Experimentos pilotos realizados em nosso laboratório sugeriram a 
utilidade desse modelo integrado para estudos experimentais de 
ansiedade (RAMOS et al, 2008). Baseados nestes dados, pretendeu-se 
verificar os efeitos de três drogas conhecidas por modular a ansiedade 
(MDZ, PTZ e CDZ) no teste triplo.  

No experimento 1, os ratos tratados com MDZ a 0,75 mg/kg 
mostraram uma redução dos comportamentos relacionados à ansiedade, 
através de um aumento na porcentagem de entradas e na porcentagem de 
tempo gasto nos braços abertos do LCE. Em contrapartida, nos braços 
fechados do LCE, esta dose provocou uma redução no número de 
entradas. Estes resultados são semelhantes aos experimentos realizados 
por Bertoglio e Carobrez (2002), onde MDZ a 1,0 mg/kg aumentou a 
porcentagem de entradas e de tempo nos braços abertos e reduziu o 
número de entradas nos braços fechados do LCE. Não foi encontrado 
efeito significativo do MDZ sobre o comportamento exploratório de 
ratos nas áreas potencialmente aversivas do CA e da CBP, em acordo 
com o que foi mostrado por Chaouloff, Durand e Mormède (1997), onde 
o DZ 0,75 mg/kg aumentou a porcentagem de tempo nos braços abertos 
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do LCE, mas não aumentou o tempo de permanência no compartimento 
branco da CBP. 

No experimento 2, o CDZ nas doses de 5 mg/kg e de 10 mg/kg 
produziu efeito ansiolítico demonstrado pelo aumento na porcentagem 
de entradas e de tempo gasto nos braços abertos do LCE. 
Adicionalmente, a dose de 10 mg/kg também reduziu o número de 
entradas nos braços fechados do LCE e a locomoção no compartimento 
preto da CBP, sugerindo efeito sedativo desta dose, semelhante aos 
efeitos ansiolíticos e sedativos do MDZ no LCE já evidenciados 
(BERTOGLIO e CAROBREZ, 2002). Neste experimento, o CDZ também 
não teve efeito sobre os demais parâmetros avaliados no CA e CBP. Os 
resultados apresentados até aqui demonstram a sensibilidade do teste 
triplo a agentes ansiolíticos. Para que um teste possa ser considerado um 
modelo comportamental de ansiedade, o mesmo deve permitir a 
mensuração de respostas quantitativas/qualitativas em animais e 
responder à aplicação de drogas ansiolíticas/ansiogênicas no mesmo 
sentido em que estas drogas atuam em humanos (FILE, 1987). 

No experimento 3, o PTZ demonstrou efeito em todos os aparatos 
do teste triplo, diferentemente dos experimentos anteriores. O PTZ a 10 
mg/kg demonstrou efeito ansiogênico, reduzindo a locomoção central no 
CA, a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos braços abertos do 
LCE e o a locomoção no compartimento branco da CBP. Porém, esta 
dose não afetou a locomoção periférica no CA, as entradas nos braços 
fechados do LCE e o a locomoção no compartimento preto da CBP. De 
fato, o PTZ em doses subconvulsivantes induz ansiedade agindo sobre o 
complexo receptor GABA-benzodiazepínico (PELLOW et al, 1985). Com 
20 mg/kg, todavia, o PTZ reduziu todas as variáveis, com exceção da 
locomoção no compartimento preto da CBP, o qual está de acordo com 
seus efeitos ansiogênicos e hipolocomotores encontrados em outros 
estudos (PELLOW et al, 1985; CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; RAMOS et al, 
1997). Curiosamente, o tratamento com o PTZ produziu efeito 
ansiogênico em todos os aparatos do teste triplo, enquanto que o MDZ e 
o CDZ produziram efeito ansiolítico somente no LCE, sem alterar os 
parâmetros avaliados no CA e na CBP. 

A partir dos resultados apresentados nos experimentos 1 e 2, duas 
hipóteses surgiram na tentativa de explicar a ausência de efeito esperado 
do MDZ e do CDZ no CA e na CBP: (1) o CA e a CBP, mesmo 
individualmente, não são consistentemente sensíveis aos BDZs nas 
nossas condições experimentais; (2) estes testes, individualmente, 
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respondem consistentemente aos BDZs, mas quando fisicamente 
combinados, eles mudam sua natureza e perdem a sensibilidade. Com o 
intuito de testar essas hipóteses, investigamos o efeito do CDZ, 
separadamente, no CA e na CBP, nas mesmas doses utilizadas nos 
experimentos prévios (0,5, 5 e 10 mg/kg).  

No CA, as três doses de CDZ reduziram significativamente o 
tempo gasto no centro em relação ao grupo controle e nenhum efeito 
significativo foi observado na locomoção central do aparato, diferente 
do efeito esperado, e em acordo com os dados mostrados pela revisão de 
Prut e Belzung (2003). Segundo estes autores, a administração aguda de 
agonistas de receptores BDZs, como por exemplo o diazepam (DZ), não 
mostrou efeito ansiolítico no CA em 31 % dos trabalhos analisados, 
enquanto outros 13 % mostraram efeito ansiogênico. Na CBP, nenhum 
efeito significativo do CDZ foi observado no tempo e na locomoção no 
compartimento branco, também diferente do esperado, mas corroboram 
dados da literatura, mostrando que ratos tratados com CDZ a 5 mg/kg 
reduziram os comportamentos relacionados à ansiedade no LCE, mas 
não mudaram a aproximação da área branca da CBP (CHAOULOFF, 
DURAND e MORMÈDE, 1997).  

Tomados em conjunto, estes resultados no CA e na CBP estão em 
total acordo com os experimentos 1 e 2 e, portanto, apóiam a primeira 
hipótese levantada, sugerindo que o CA e a CBP, individualmente, não 
são sensíveis aos BDZs, pelo menos em ratos, nas doses e nas condições 
experimentais utilizadas. Esta ausência de sensibilidade do CA e da 
CBP, mas não do LCE, ao CDZ, corrobora dados da literatura de que 
diferentes testes de ansiedade medem diferentes características 
emocionais (LISTER, 1990; FILE, 1995; RAMOS et al, 1997; HOLMES et al, 
2001), ou ainda, que são moderadamente relacionados um ao outro 
(CHAOULOFF, DURAND e MORMÈDE,1997). No entanto, dados da 
literatura mostram efeito de compostos que modulam o complexo 
receptor GABA/BDZ nos parâmetros observados no CA e na CBP. 
Wislowska-Stanek et al. (2006) mostraram um aumento do 
comportamento exploratório na área central do CA em ratos tratados 
com MDZ. Outro trabalho, realizado por Vendruscolo e colaboradores 
(2003), mostrou que ratos da linhagem SHR tratados com CDZ ou com 
NKP608, um antagonista de receptor NKP, se locomoveram mais e 
gastaram mais tempo na área central do CA do que seus respectivos 
controles. Na CBP, a injeção de muscimol, um agonista de receptor 
GABA, no núcleo basolateral da amígdala de ratos, mostrou efeito 
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ansiolítico, através de um aumento no tempo gasto no compartimento 
branco em relação ao grupo controle (BUENO, ZANGROSSI JR e VIANA, 
2005). 

Em relação à CBP, alguns fatores podem explicar a ausência de 
efeitos ansiolíticos na CBP nas nossas condições. Primeiramente, a CBP 
foi desenvolvida em camundongos, sendo amplamente utilizada nestes 
animais (CRAWLEY e GOODWIN, 1980; CRAWLEY, 1981; HASCOËT, 
BOURIN e DHONNCHADHA, 2001; TAKAO e MIYAKAWA, 2006). De 
fato, as revisões sobre CBP de Hascoët, Bourin e Dhonnchadha (2001) e 
Bourin e Hascoët (2003) apresentam apenas trabalhos realizados com 
camundongos. Além disso, todos os nove trabalhos apresentados por 
Bourin e Hascoët (2003) com administração aguda de compostos BDZs 
em camundongos mostraram efeito ansiolítico na CBP. Outro ponto a 
ser considerado, é que a CBP para camundongos apresenta tipicamente a 
dimensão externa de 46x27x30cm, com algumas pequenas variações 
apresentadas pela literatura (para revisão ver BOURIN e HASCOËT, 2003). 
Em nosso estudo, realizado com ratos, a CBP apresenta 45x27x27cm, 
sugerindo que ela seja muito pequena para os ratos, sendo uma possível 
explicação para a insensibilidade aos BDZs, já que Bilkei-Gorzó, 
Gyertyán e Lévy, (1998) mostraram que os ratos tratados com CDZ, 
aumentaram o tempo de locomoção no compartimento branco em 
relação ao grupo tratado com o ansiogênico mCPP, em uma CBP com 
os compartimentos (branco e preto) medindo 39x 20x29 cm. Por outro 
lado, um grupo de pesquisadores mostraram, o efeito ansiolítico do 
muscimol no comportamento de ratos em uma CBP com as dimensões 
48x24x27cm (BUENO, ZANGROSSI JR e VIANA, 2005). Além disso, 
Perez de la Mora et al. (2006) mostraram efeito ansiolítico do MPEP, 
um antagonista de receptor de glutamato mGluR5, no comportamento 
de ratos em uma CBP de 45x27x27cm. 

Estudos mostram que a pré-exposição de roedores ao LCE, altera 
a sua resposta comportamental e farmacológica na re-exposição neste 
aparato (FILE, 1990; HOLMES et al, 2001; CAROBREZ e BERTOGLIO, 
2005). File (1990) mostrou que uma simples experiência sem droga no 
LCE reduz significativamente o efeito ansiolítico do CDZ em 
camundongos. Desta maneira, foi avaliada a resposta comportamental e 
farmacológica ao CDZ em testes repetidos no teste triplo. Para isto, três 
experimentos foram realizados: (1) Efeito do reteste nos efeitos do CDZ 
no teste triplo (Experimento 6), (2) Efeito do CDZ em quatro dias de 
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exposição repetida ao teste triplo (Experimento 7) e (3) Efeito crônico 
do CDZ (Experimento 8). 

No experimento 6, os ratos tratados com CDZ 10 mg/kg 
aumentaram a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos braços 
abertos do LCE em relação ao grupo controle no teste e no reteste. Esses 
resultados mostram uma ausência de one trial tolerance (OTT) no teste 
triplo. Esse fenômeno se caracterizaria por uma redução das entradas 
nos braços abertos e uma perda da eficácia dos BDZs a partir de uma 
segunda exposição ao LCE (FILE e ZANGROSSI JR, 1993; CAROBREZ e 
BERTOGLIO, 2005; ALBRECHET-SOUZA, BORELLI E BRANDÃO, 2008). 
Na literatura foram descritas algumas situações experimentais onde não 
ocorre OTT na re-exposição ao LCE, quando se utiliza uma dose 
amnésica de CDZ (75 mg/kg) (FILE et al, 1990), quando a sessão de 
teste/ reteste é aumentada para 10 min (FILE et al, 1993), quando a sessão 
de teste é reduzida a 1 min de duração (DAL-COL et al, 2003) e quando se 
introduz uma nova situação de conflito para o animal (PEREIRA et al, 
1999; ANDREATINI, VITAL e SANTOS, 2003). 

A dose amnésica de CDZ não seria o motivo para a ausência de 
OTT apresentada neste experimento, pois a dose de 10 mg/kg de CDZ 
utilizada é 7,5 vezes menor que a dose amnésica utilizada por File e 
colaboradores em 1990. Em relação à questão citada anteriormente, de 
sessões de teste e de reteste de 10 min terem revelado uma ausência de 
OTT (FILE et al, 1993), nós realizamos a análise do tempo total que os 
animais ficam em cada aparato do teste triplo (conforme mostrado no 
item 5.9), e verificamos que apesar dos animais no experimento 
analisado passarem mais tempo no LCE, esse tempo não chega a 
completar 10 min, com os animais passando apenas 5 min e meio no 
LCE. O que não justificaria a ausência de OTT neste aparato dentro do 
teste triplo. Portanto, este dado considerado isoladamente não 
justificaria a ausência de OTT neste aparato dentro do teste triplo 
Entretanto, estudos futuros com uma sessão de apenas 5 min no 
protocolo de teste e reteste no teste triplo poderão avaliar melhor essa 
questão.  

Outro ponto a ser considerado é que apesar dos animais, em 15 
minutos, terem a possibilidade de visitar todos os três aparatos, esse 
tempo, talvez, não seja o suficiente para que eles adquiram uma 
aprendizagem aversiva. Segundo dados da literatura, a ocorrência de 
OTT poderia ser explicada também por uma aprendizagem aversiva, 
referente ao perigo inerente aos braços abertos, adquirida na primeira 



 

 

53 

 

exposição ao LCE, reduzindo a exploração nos braços abertos em 
exposições subseqüentes (RODGERS e SHEPHERD, 1993; RODGERS et 

al, 1995; BERTOGLIO e CAROBREZ, 2000; BERTOGLIO e CAROBREZ, 
2002; VARGAS, CUNHA e ANDREATINI, 2006; ALBRECHET-SOUZA et 

al, 2007). Entretanto, a diminuição na atividade exploratória nos braços 
abertos do grupo controle no reteste em relação ao teste (Experimento 
6), sugere a aquisição de algum tipo de aprendizagem aversiva aos 
braços abertos por estes animais. Portanto, os resultados sugerem que a 
integração física dos três aparatos (CA, LCE, CBP) introduz uma 
situação de conflito para os ratos na re-exposição ao LCE, em acordo 
com os experimentos realizados por Andreatini et al. (2003), que 
modificaram o protocolo de teste/reteste ao introduzir no reteste um 
objeto desconhecido no braço aberto ou alimento dentro do ambiente 
experimental e, portanto, mantendo o conflito aproximação/esquiva. 
Adicionalmente, a introdução de estímulos aversivos nos braços 
fechados como, luz de 100W e vento quente, na primeira exposição ao 
LCE, permitiu a manifestação do efeito ansiolítico do CDZ na segunda 
exposição ao aparato (PEREIRA et al, 1999). 

O fenômeno de OTT indica ausência do conflito 
aproximação/esquiva no reteste (RODGERS e SHEPHERD, 1993; 
BERTOGLIO e CAROBREZ, 2003). Desta maneira, o conflito é 
progressivamente resolvido à medida que o animal se familiariza com o 
aparato e, consequentemente, conhecendo o perigo inerente dos braços 
abertos do LCE, deixando de explorá-los no reteste (BERTOGLIO e 
CAROBREZ, 2003; ALBRECHET-SOUZA et al, 2007; ROY et al, 2009). 
Estudos mostram que o animal tende a diminuir a exploração dos braços 
abertos já nos últimos minutos da primeira exposição ao aparato 
(CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005), mostrando portanto, uma 
aprendizagem aversiva rápida aos braços abertos (HOLMES e RODGERS, 
1998).  

Pode-se sugerir também, que esse conflito presente no teste triplo 
na re-exposição, seja resultado de um possível caráter aversivo gerado 
pelo CA e pela CBP no final dos braços fechados do LCE, em acordo 
com o experimento realizado por Pereira et al. (1999) descrito acima. 
Assim, segundo o trabalho realizado por Costall et al. (1989), a 
luminosidade de 400 lux no compartimento branco da CBP, foi 
suficientemente aversiva para reduzir o tempo gasto, os rearings e a 
locomoção neste compartimento. Outro trabalho, realizado por 
Chaouloff, Durand e Mormède (1997) mostrou que diferenças 
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marcantes na intensidade de luz entre os compartimentos branco e preto 
(700 lux/7 lux) da CBP reduzem o número de entradas de ratos no 
compartimento branco, prejudicando o efeito ansiolítico do DZ e do 
CDZ. O compartimento branco da CBP utilizada em nossos 
experimentos apresenta luminosidade de 750 lux, portanto, 
supostamente bastante aversivo. Além disso, o compartimento preto da 
CBP que utilizamos apresenta a luminosidade de 20 lux, o que também 
é bastante contrastante com a luminosidade do compartimento branco, 
podendo interferir também na atividade no compartimento branco 
conforme já descrito. Estes fatores talvez explicariam a ausência de 
efeito do CDZ na CBP nas nossas condições, diferentemente do trabalho 
realizado por Bueno, Zangrossi Jr e Viana (2005), que mostraram efeito 
ansiolítico do muscimol sob o comportamento de ratos em uma CBP 
com a luminosidade do compartimento branco de apenas 60 lux. 
Experimentos futuros poderão ser realizados em nosso laboratório, para 
avaliar o comportamento de ratos no teste triplo com uma luminosidade 
na CBP menos contrastante e também menos aversiva. No CA, a 
ausência de paredes na região central do aparato o torna mais aversivo, 
devido a baixa possibilidade de realizar tigmotaxia (VALLE, 1970; 
TREIT et al, 1993). Ou ainda, podemos sugerir, que este conflito presente 
na re-exposição seja resultado da complexidade representada pela 
integração dos três aparatos. 

No CA ocorreu uma diminuição na locomoção periférica no 
reteste em relação ao teste. Isso pode sugerir a ocorrência de um 
processo de habituação neste aparato com a repetição. Segundo Platel e 
Porsolt (1982), usualmente, a exposição repetida a um novo ambiente 
pode levar à habituação da resposta comportamental, normalmente 
indicada por uma redução na atividade global. Nenhum efeito foi 
encontrado na locomoção central do aparato, apenas um aumento na 
porcentagem de locomoção central no CA no reteste em relação ao teste, 
o que vai contra a hipótese citada anteriormente de aversão gerada pelo 
CA dentro do teste triplo. Adicionalmente, nenhum efeito de tratamento 
foi observado nas duas sessões. Pelo contrário, os animais tratados 
reduziram o tempo no centro do CA tanto no teste quanto no reteste, 
concordando com a total ausência de efeito ansiolítico do CDZ 
demonstrada nos experimentos anteriores com somente uma sessão de 
teste no CA individualmente.  

Em relação à CBP, ocorreu um aumento do tempo gasto no 
compartimento preto (dados não mostrados) no reteste em relação ao 
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teste, mas nenhum efeito do tratamento foi observado. Nenhum efeito 
foi observado também na locomoção no compartimento branco e no 
preto, no tempo gasto no compartimento branco e nas transições na 
CBP. Segundo Bourin e Hascoët (2003) as transições foram relatadas 
como um índice de atividade exploratória, por causa da habituação ao 
longo do tempo, e o tempo gasto em cada compartimento como um 
reflexo de aversão. Deste modo, o aumento do tempo gasto no 
compartimento preto no reteste reforça a segurança que este 
compartimento representa para os animais, ao contrário do 
compartimento branco que é bastante aversivo devido a alta 
luminosidade. Drogas ansiolíticas aumentam a locomoção e o tempo 
gasto no compartimento branco (IMAIZUMI et al, 1994), o que não 
aconteceu neste experimento, evidenciando novamente a total ausência 
de efeito ansiolítico do CDZ na CBP. Todos esses resultados 
corroboram dados da literatura que demonstram a ineficácia dos BDZs 
na re-exposição, no teste four-plate (HASCOËT, BOURIN E COUETOUX 
DU TERTRE, 1997), na esquiva ao odor de gato (MCGREGOR e 
DIELENBERG, 1999) e na CBP (HOLMES et al, 2001). Particularmente no 
caso do CA e da CBP, a ineficácia do CDZ não aparece só na re-
exposição, mas também na primeira exposição, reforçando a hipótese de 
que esses testes não são, consistentemente, sensíveis aos efeitos dos 
BDZs nas nossas condições experimentais e que não avaliam os mesmos 
fenômenos psicobiológicos que o LCE (RAMOS, 2008).  

No experimento 7, os ratos tratados com CDZ a 10 mg/kg 
aumentaram gradualmente a porcentagem de entradas e de tempo gasto 
nos braços abertos do LCE em relação aos seus respectivos controles no 
terceiro e quarto dias, mostrando ausência de OTT nestes dias. No 
entanto, no dia 2, que foi o primeiro dia em que os animais receberam o 
tratamento com CDZ, não observamos efeito ansiolítico deste 
tratamento e, portanto, houve a ocorrência de OTT neste dia. Este 
resultado está de acordo com File (1990), que demonstrou que uma 
simples experiência sem droga no LCE pode reduzir significativamente 
o efeito ansiolítico do CDZ em camundongos. Entretanto este resultado 
é intrigante, pois no experimento anterior (Experimento 6) o CDZ a 10 
mg/kg mostrou efeito no primeiro e no segundo dia e, aqui, somente no 
terceiro e quarto dias. Isto sugere que a presença de efeito ansiolítico aos 
BDZs em exposições repetidas no teste triplo, dependa da condição de 
receber a administração da droga desde o primeiro dia. O conflito 
aproximação/esquiva parece existir para os grupos tratado e controle 
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desde o primeiro dia, porém a presença do conflito parece não ser a 
única condição para que a droga faça efeito na re-exposição. 

Nenhum efeito foi encontrado nas entradas nos braços fechados, 
somente no tempo gasto nos braços fechados (dados não mostrados), 
que apresentou uma diminuição nos dias 3 e 4 em relação ao dia 2, 
sugerindo que os braços fechados possivelmente estejam adquirindo 
algum caráter aversivo, possivelmente ocasionado pela presença do CA 
e da CBP ao final dele, como observado no trabalho realizado por 
Pereira et al. (1999), que associaram estímulos aversivos aos braços 
fechados, impedindo o surgimento do fenômeno de OTT. Os resultados 
apresentados nos braços abertos demonstram que a ausência de OTT no 
teste triplo ocorre também em quatro dias de exposição repetida ao 
aparato, sugerindo que o conflito aproximação/esquiva se mantém no 
teste triplo mesmo após quatro exposições repetidas. 

No CA observamos uma diminuição na locomoção periférica do 
grupo tratado em relação ao grupo controle, sugerindo a ocorrência de 
um processo de habituação, conforme mostrado neste aparato no 
experimento 6. Entretanto, ocorreu um aumento na porcentagem de 
locomoção central no terceiro e quarto dias em relação ao dia 2, indo 
contra a hipótese de aversão gerada por este aparato, conforme 
observado também no experimento 6. Ocorreu uma redução na 
locomoção central e no tempo gasto no centro do grupo tratado em 
relação ao grupo controle. A ausência de efeito do CDZ observada, 
concorda novamente com a hipótese de baixa sensibilidade do CA aos 
BDZs.  

Na CBP, os ratos tratados com CDZ 10 mg/kg aumentaram a 
locomoção, o tempo gasto no compartimento branco e as transições a 
partir do segundo dia, diferentemente dos experimentos anteriores e dos 
experimentos realizados por Holmes et al (2001), onde o CDZ não 
aumentou a porcentagem de locomoção e do tempo gasto no 
compartimento branco de camundongos re-expostos a CBP. Este 
resultado parece controverso quando comparado aos demais resultados 
da CBP obtidos tanto individualmente (Experimento 5) quanto a partir 
do teste triplo (Experimento 2 e 6). Este fato poderia ser explicado por 
duas hipóteses: (1) A CBP estaria originando um conflito 
aproximação/esquiva a partir de um determinado número de exposições 
ao aparato e, portanto, se tornando sensível aos BDZs após alguns testes 
repetidos; (2) talvez a luminosidade supostamente muito aversiva do 
compartimento branco da CBP necessita de um grau de habituação do 
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animal; (3) inconsistência no resultado. Caso a primeira hipótese 
estivesse correta, seria confirmada através da manifestação de um 
mesmo perfil de resposta comportamental dos animais na CBP no 
experimento crônico (Experimento 8, abaixo). Já a segunda hipótese, 
requer a realização de outros experimentos com uma luminosidade 
menos aversiva. De outra maneira, poderia se tratar de uma 
inconsistência no resultado, ou seja, de um falso positivo. 

De fato, dados farmacológicos envolvendo diferentes testes de 
ansiedade são frequentemente inconsistentes ao longo dos estudos 
(RAMOS, 2008). Isso ocorre devido a possíveis variações no background 
genético dos animais, no protocolo experimental e no ambiente de teste 
(WAHLSTEN et al, 2006). Como exemplo de variação ambiental, Bourin 
et al. (2007) demonstraram que os testes animais de ansiedade são 
bastante suscetíveis a mudanças climáticas, apesar de serem realizados 
nas mesmas condições experimentais. 

Segundo Chaouloff, Durand e Mormède (1997), dados da 
literatura mostram que os BDZs podem aumentar a locomoção e o 
tempo no compartimento branco, diminuindo ao mesmo tempo, ou não, 
a exploração no compartimento preto. De fato, ocorreu também um 
aumento na locomoção e no tempo gasto no compartimento preto (dado 
não mostrado) do grupo tratado em relação ao grupo controle. Esses 
resultados em conjunto, apontam para um aumento da atividade 
exploratória geral na CBP. 

No experimento 8, os ratos tratados com CDZ 10 mg/kg 
aumentaram a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos braços 
abertos do LCE em relação ao grupo controle durante os 20 dias de 
teste, ou seja, houve uma ausência total de OTT. Nos braços fechados 
ocorreu uma redução no número de entradas em boa parte dos dias em 
relação ao dia 1, sugerindo a ocorrência de habituação ao longo dos 
dias. No CA, ocorreu uma redução na locomoção periférica nos dias 2 a 
20 em relação ao dia 1, também concordando com a hipótese de 
habituação. Os ratos tratados com CDZ no dia 7 mostraram uma 
diminuição na locomoção central em relação ao seu respectivo grupo 
controle e nenhum efeito foi observado no tempo gasto no centro do 
aparato, isso mostra a baixa sensibilidade do CA as BDZs nas nossas 
condições, e está em acordo com a revisão de Prut e Belzung (2003), 
onde encontraram efeito ansiolítico de tratamentos agudos e crônicos, 
com CDZ e MDZ no CA em apenas metade dos estudos analisados. 
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Na CBP, houve uma redução na locomoção no compartimento 
branco e no preto, e no número de transições na maioria dos dias em 
relação ao dia 1, sugerindo habituação. Nenhum efeito do tratamento foi 
observado na CBP, evidenciando a ausência de efeito do CDZ neste 
aparato também neste experimento. O efeito geral de repetição 
apresentados no CA e na CBP não seguem um padrão gradual de 
aumento ou diminuição dos parâmetros avaliados ao longo dos dias, 
esse fator juntamente com a ausência de efeito do CDZ nestes aparatos, 
apóia mais ainda a hipótese de insensibilidade destes testes 
comportamentais as BDZs, nas nossas condições experimentais. A 
ausência de efeito ansiolítico do CDZ na CBP em vinte dias de 
exposição repetida sugere a ocorrência de um resultado falso positivo 
nos parâmetros avaliados na área aversiva da CBP no experimento 
anterior (Experimento 7). Conforme o perfil comportamental 
apresentado nos Experimentos 6 e 7, o LCE mostra um padrão gradual 
de aumento na porcentagem de entradas e de tempo nos braços abertos 
dos animais tratados com CDZ a 10 mg/kg sugerindo a manutenção do 
conflito aproximação/esquiva também ao longo dos 20 dias de 
exposição, apontando o teste triplo como uma ferramenta promissora 
também para avaliação dos efeitos de tratamentos crônicos. Além de 
permitir avaliar diferentes aspectos da emocionalidade simultaneamente, 
evitando os efeitos da experiência prévia, das manipulações e intervalos 
entre os testes, conforme ocorre em baterias de testes. 

A ausência de efeito do CDZ no CA e na CBP, neste 
experimento, corrobora os resultados apresentados nos experimentos 1, 
2, 4, 5, 6 e parcialmente os resultados do experimento 7, além de sugerir 
que os testes do CA e da CBP talvez não obedeçam aos critérios 
clássicos de comportamentos relacionados à ansiedade, reforçando 
dados já existentes (LISTER 1990; FILE 1995; Ramos et al,1997; HOLMES 
et al, 2001). De fato, os testes podem ser mais apropriados para um tipo 
de transtorno de ansiedade do que para outro (BOURIN et al, 2007). 

O presente estudo demonstra que o teste triplo provê índices 
relacionados à ansiedade, pois responde a agentes ansiolíticos, como o 
MDZ e o CDZ, e a agentes ansiogênicos, como o PTZ. Também provê 
índices relacionados à locomoção, os quais foram influenciados por 
alguns dos tratamentos apresentados. A integração dos três aparatos 
(CA, LCE e CBP) com diferentes significados psicobiológicos provoca 
uma resposta emocional nos animais na re-exposição ao LCE diferente 
daquela que acontece na re-exposição no LCE tradicional. Porém, ainda 
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não é possível caracterizar, exatamente, o tipo de perfil emocional 
apresentado pelos animais no teste triplo. 

Em suma, estes dados apontam o teste triplo como uma 
ferramenta promissora na avaliação de drogas ansiolíticas administradas 
de forma aguda e crônica. O efeito ansiolítico do CDZ, demonstrado 
através do aumento na exploração das áreas aversivas do LCE pelos 
animais tratados também em exposições repetidas, sugere a introdução 
de um conflito na re-exposição ao teste triplo, talvez devido à 
complexidade deste aparato e, não devido a um tempo aumentado que 
os animais ficariam no LCE, conforme demonstrado na análise do 
tempo total em cada aparato. A ausência de efeito do MDZ e do CDZ no 
CA e na CBP, individualmente e no teste triplo, indicam que, nas 
condições experimentais utilizadas, os testes comportamentais (CA, 
LCE, CBP) avaliam diferentes características emocionais, ou ainda, que 
o CA e a CBP não são consistentemente sensíveis aos BDZs em ratos. 

Por fim, a validação do teste triplo traz como perspectivas futuras, 
traçar um perfil emocional completo dos roedores neste novo teste, 
tornando necessários estudos envolvendo a avaliação com outros graus 
de luminosidade de acordo com dados da literatura (por exemplo um CA 
fortemente iluminado), e com o tempo de 5 min no protocolo de teste e 
reteste. A avaliação minuto a minuto do comportamento dos animais 
dentro de cada sessão e entre as sessões de teste, o que permitirá 
verificar as estratégias comportamentais adotadas pelos animais ao 
longo do tempo. A análise dos comportamentos de avaliação de risco e 
como eles acontecem diante de situações potencialmente aversivas 
(BLANCHARD et al, 1993), que permitirá verificar se a integração física 
dos três aparatos (CA, LCE e CBP) provoca algum tipo de mudança no 
perfil deste comportamento em comparação a cada um dos três aparatos 
na forma tradicional.  

Verificar o nível de corticosterona plasmática nos animais durante 
o teste, pois o aumento de corticosterona no plasma acontece nos 
roedores durante reações de medo, como acontece na exposição ao LCE 
tradicional (PELLOW et al, 1985). Assim, ajudará a identificar as 
situações estressoras para os animais dentro do teste triplo. Estudos com 
drogas que prejudicam e facilitam a aprendizagem e a memória para 
verificar como se desenvolve o processo de aprendizagem e memória 
dos animais diante da complexidade do teste triplo. Estudos com outras 
classes de drogas utilizadas na clínica para o tratamento dos transtornos 
de ansiedade, com o objetivo de verificar se este aparato é sensível 



 

 

60 

 

também a estes compostos. E, finalmente, é de grande importância 
avaliar a neurobiologia dos comportamentos relacionados à ansiedade 
no teste triplo. 



 

 

61 

 

7. CONCLUSÃO 
 
A sensibilidade do teste triplo aos ansiolíticos benzodiazepínicos, 

midazolam e clordiazepóxido, bem como, ao ansiogênico 
pentilenotetrazol, tornam este novo paradigma uma ferramenta 
promissora para avaliação de drogas ansiolíticas sob o tratamento agudo 
e crônico. A ausência de efeito das BDZs no CA e na CBP nas nossas 
condições experimentais, indicam que os testes comportamentais 
apresentam diferentes significados psicobiológicos e/ou que estes dois 
aparatos não são consistentemente sensíveis as BDZs em ratos.  

O teste triplo poderá proporcionar uma melhor compreensão do 
estado emocional dos roedores, do significado dos testes envolvidos e 
do fenômeno de one trial tolerance. Todavia, a investigação futura de 
mais parâmetros etológicos e com diferentes classes de drogas é 
necessária a fim de se complementar a validação deste novo paradigma 
e desvendar o significado psicobiológico do teste triplo. 
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